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Einleitung

1 Einleitung

Die Frakturheilung und ihre bestmogliche Versorglemkien das Interesse der Menschen in
verschiedenen Epochen auf sich. Bereits in derk&nti den Schriften Hippokrates ist zu lesen,
dass fur die Heilung einer Fraktur eine Art aul3&ehienung zur Ruhigstellung notwendig ist.
Im 16. Jahrhundert behandelte Ambroise Paré [4 ausbleibende Kallusbildung mit Hilfe von
Wickeln, die von zentral nach peripher an die emtdpende Extremitat angelegt wurden.
Dadurch kam es zu einer vendsen Stase, die dieudfddliung forderte. Im Jahr 1892
veroffentlichte Julius Wolff sein ,Gesetz der Triorsnation des Knochens*, in dem es heif3t,
dass wechselnde mechanische Belastungen eine éeufwgdder Knochenarchitektur mit sich
fuhren [108]. Anfang des 20. Jahrhunderts wurde lddarmeinung vertreten, dass fur die
Frakturheilung zwei Dinge essentiell seien, zuneridie ausreichende Zufuhr von Nahrstoffen
und zum anderen der Wachstumsreiz. So gab es Versdesen Reiz bei einer verzogerten
Heilung zu imitieren, indem Stoffe wie Alkohol, dotktur, Milchsdure oder Terpentindl in das
Frakturgebiet eingespritzt wurden. Auch mechanisémevokationen, wie das Reiben der
Knochenfragmente aneinander oder das BeklopfenBdechstelle flhrten haufig zu einer
verbesserten Heilung. Genauere Untersuchungenemejgtioch, dass diese Reizungen eine
Entzindung im Bereich der Frakturenden hervorriefdie eine vermehrte Zufuhr von
Nahrstoffen zur Folge hatte. Aufgrund dieser Bebbawgen formulierte August Bier 1905, dass
die zwischen und um die Fraktur ergossenen Blutewrme natlrlichen Verhéltnisse fur eine
Heilung darstellen. RGumte er damals aufgrund ofisaher Eingriffe das Frakturhamatom aus
und stillte sorgfaltig die Blutung, kam es zu eimerzégerten Kallusbildung. Daraus entwickelte
er eine Therapie fur Frakturen, die verzdgert éeilbder bereits Pseudarthrosen ausbildeten.
August Bier spritzte erfolgreich Blut in das Frakfebiet [8]. 1930 bestatigte Arthur W. Ham
[54] mit einer histologischen Studie die Wichtigkedes Frakturhamatoms fir die
Knochenheilung. Andere Wissenschattler (z.B. BeAorRahnet al. [117], Sven Oleruckt al.
[99]) dagegen postulierten 1971 die Bedeutungdkesigles Hamatoms fur die Heilung.

Die Frakturheilung ist ein komplexer Vorgang, derdah das Zusammenspiel unterschiedlicher
Zellsysteme und Signalkaskaden gesteuert wird. Dadtemen unter anderem biologische und
biomechanische Faktoren Einfluss.

Im Rahmen dieser Studie sollte die frihe Phaser estendardisierten Osteotomie am

Schafmodell in Abhéngigkeit von definierten biomacischen Rahmenbedingungen untersucht

werden. Mit einem rigiden Fixateur externe wurdeegjoptimale” Stabilisierung fur die Heilung
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geschaffen. Dem entgegengesetzt wurde ein kritisEheateur externe, dessen mechanische

Eigenschaften zu einer Verzogerung der Frakturhgifiihrten.

Ausgehend von der Hypothese, dass die Biomechami&nswahrend der initialen Phase der
Frakturheilung als wichtiger Einflussfaktor fundiewurde ein Zeitpunkt dieser Phase genauer
untersucht. Die Initiierung der Frakturheilung dsirch die Ausbildung und Organisation eines
FrakturhAmatoms, das eine Schlusselrolle fir desarmgeen weiteren Heilungsverlauf spielt,
gekennzeichnet. Zur Charakterisierung dieser Iphiase, unter Berucksichtigung
unterschiedlicher mechanischer Bedingungen (rigitsus kritisch), wurde an zwei Gruppen a
sechs Tieren eine Tibiaosteotomie durchgefuhrtr Vi@ge nach der Operation wurde das im
Osteotomiespalt entstandene Hamatom entfernt undoldo hinsichtlich bestimmter
knochenheilungsrelevanter regulatorischer Faktonefekularbiologisch als auch histologisch
und immunhistochemisch analysiert. Zuséatzlich gt histologische, histomorphologische
und  immunhistochemische  Untersuchungen des  Ostezgebietes nach der
Hamatomentnahme unter Beriicksichtigung der mectlzgns Rahmenbedingungen zwei

Wochen post operationem.

Molekularbiologisch wurde die Synthese der MesseRjeonukleinsdure (MRNA)
verschiedener regulatorischer Faktoren (z.B. Zytekund Wachstumsfaktoren) untersucht.
Bekannt ist, dass mechanische Signale die Expredsestimmter biologischer Mediatoren
beeinflussen [93]. Unklar ist jedoch, inwieweittsitas Expressionsmuster unter optimalen bzw.
biomechanisch-kritischen Bedingungen &andert. Fiesali Studie ergab sich hieraus die
Hypothese, dass unterschiedliche mechanische Rémaieigungen schon in der Initialphase
der Frakturheilung die Expression regulatorischaktéren beeinflussen. Es wurde vermutet,
dass es im Vergleich zur rigiden Fixation unter hatsch-kritischen Bedingungen zu einer
verstarkten Hochregulierung der Expression inflanomscher Zytokine und zu einer
verminderten Hochregulierung der Expression von Mgagonsfaktoren im frihen Hamatom
kommt. Darlber hinaus wurde angenommen, dass digamatom vorliegende Hypoxie unter
kritischer Fixation verstarkt wird, was sich in ein erhdhten Expression des

Transkriptionsfaktors Hypoxia Inducible Factar{HIF-1a) sowie seiner Zielgene aufiert.

Histologisch und immunhistochemisch wurde die Heglunach Hamatomentnahme unter
Berucksichtigung der Biomechanik nach 14-tagigan8teit untersucht. Die Hypothese ist, dass
kritische Bedingungen die Heilung verzogern unditidfernung des Frakturhdmatoms zu einer
zusatzlichen Verlangerung fihrt. Als verzogerte lifeg wurde eine histologisch schlechte

Kallusgewebsbildung mit wenig organisiertem Gewelbe Osteotomiespalt sowie eine
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Reduzierung der Gefal3dichte und eine Erhohung desoKlastenaufkommens im Kallus

angesehen.

Im Kklinischen Alltag werden derzeit in Deutschlarzki ca. 10-20% [52] der Falle
Frakturheilungsstdérungen beobachtet. Das Ziel desdhung beinhaltet somit eine Optimierung
der Frakturversorgung im Sinne einer Beschleunigumg) Effizienz der Heilung. Dies erfolgt
zum einen durch die stetigen Verbesserungen dera@gesverfahren und Implantationen. Zum
anderen wird eine Aufschlisselung der auf molekutdogischer Ebene ablaufenden Prozesse
angestrebt, um diese gezielt beeinflussen zu konWégitgehend unbekannt ist dabei der
Zusammenhang von definierten mechanischen Bedimgyngvie den interfragmentaren
Bewegungen im Frakturspalt und den daraus resetiiien molekularbiologischen Prozessen.
Unklar ist auch, Uber welche biologischen Signdkden die Biomechanik einen Einfluss auf

den Heilungsverlauf nimmt.

Ziel dieser Studie war es, Kenntnisse uber dend&afbiomechanischer Rahmenbedingungen in
der Initialphase der Frakturheilung zu gewinnen entscheidende Faktoren der verzégerten
Heilung aufzuzeigen. Nur ein detailliertes Verstind der komplexen Zusammenhange
zwischen mechanischen und biologischen Verhaltnisad-rakturgebiet kann Gber eine gezielte
Beeinflussung der Biomechanik und ggf. Uber Sulg#dim biologischer Faktoren die

Frakturheilung optimieren.
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2 Stand der Wissenschaft

2.1 Knochen

Knochen ist ein hochdifferenziertes Gewebe. Es ghatit Bewegung, tragt und schutzt
wichtige Organe, wie z.B. Gehirn und Rickenmark9]1@usatzlich dient der Knochen dem

Organismus als Calcium- und Phosphatspeicher.

Nach ihrem Aufbau wird zwischen langen, kurzen,ttpfa und unregelmafiigen Knochen
unterschieden. Die Tibia zahlt zu den langen Rdtirechen. Dieser Knochentyp gliedert sich in
drei Abschnitte. Die Epiphyse (Gelenkende) ist rlmorpel tberzogen und bildet die
Gelenkflache. Mit Ausnahme der Finger- und Zehegkeder weisen alle Rohrenknochen zwel
Epiphysen auf. Der von den beiden Gelenkenden beggreéAnteil wird als Diaphyse (Schaft)
bezeichnet und umschlie3t die Markhohle [78]. Dies¢halt neben der vaskularen und der
lymphatischen Versorgung auch Fettgewebe und eliigeatopoetische Zellen [121]. Zwischen
Epiphyse und Diaphyse ist die Metaphyse Ilokalisie®ie stellt wahrend der
Knochenentwicklung das Reservoir fir das Langenstach dar. R6hrenknochen werden wie
alle anderen Knochen auch vom Periost, der Knochgntumhdllt. Es besteht aus zwei
Schichten, der dem Knochen direkt anliegenden kemoiidenden Schicht (Stratum
osteogenicum) und der aulReren Faserschicht (Stfdtomsum). Dartber hinaus ist das Periost
reich an Blutgefal3en und Nerven [78].

Knochen besteht aus ca. 70% anorganischem Matérgl. Hauptanteil bilden Calcium und
Phosphat in Form von Hydroxylapatit. Dartiber hindassen sich auch Karbonate, Natrium,
Magnesium und Eisen nachweisen. Die restlichen 36l organischen Ursprungs und
umfassen extrazellulare Matrix und gewebespezifiscBellen. Hauptbestandteil der
extrazellularen Matrix sind Kollagene, zu 90% Kgka-Typ I. Daneben lassen sich noch
Proteoglykane und Glukosaminoglykane finden. Zu denKnochengewebe vorkommenden
Zellen gehodren Osteoblasten, Osteozyten und Ost&tekl [121]. Sie ermdglichen in ihrer
Gesamtheit die standigen An-, Ab- und UmbauprozesseKnochen. Erst durch dieses
Remodeling wird eine Anpassung an die sich stader@aen Druck- und Zugkrafte im Knochen
gewahrleistet. Die Regulierung der Umbauprozessestizauf zentralen, hormonbildenden und

auf peripheren, wechselwirkenden Mechanismen [7].

Die Osteoblasten dienen dem Knochenaufbau. Sierdifzieren sich aus mesenchymalen

Stammzellen und sind in den Havers’schen Systeolatisiert, in denen die Knochenformation
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stattfindet. Dort synthetisieren sie Osteoid, diavarkalkte Knochengrundsubstanz, die
hauptséachlich aus Kollagen-Typ | und Proteoglykabesteht. Die Osteoblasten geben das
Osteoid an den Extrazellularraum ab. Ca. 10% d#éeZenauern sich dadurch vollstéandig ein
und differenzieren zu Osteozyten. Uber zytoplassoh& Fortsatze stehen die einzelnen
Osteozyten miteinander in Verbindung [121]. Dieset$atze dienen dem N&hrstofftransport

zwischen Blutgefal3en und den einzelnen Zellen 78] diese funktionsfahig zu halten [121].

Die Osteoklasten dienen dem Knochenabbau. Sie migldrkernige Riesenzellen, die durch
Differenzierung hamatopoetischer Vorlauferzellenr ddonozyten/Makrophagen entstehen.
Durch die Auflosung des Knochens bedingt, liegeresei Zellen (berwiegend in
Knochenvertiefungen, den Howship-Lakunen, oder sied auf der Knochenoberflache
lokalisiert. Dort heften sich die Osteoklasten am das mineralisierte Gewebe abzubauen.
Dabei wird der Rand der Anheftungszone durch Imtegabgedichtet. Durch die Expression von
Carboanhydrase 1l und der Ausbildung von vakuoldestonenpumpen wird der pH-Wert in
dem entstandenen Reaktionsraum erniedrigt. Aufgrulelser Ansduerung werden die
anorganischen Knochenbestandteile aufgelost. Lysagound nicht-lysosomale Enzyme, wie
Kathepsin K und Metalloproteinasen, bauen die asgéien Anteile des Knochens ab [7].

Anhand der Histologie lassen sich zwei Knochenfarmenterscheiden, Geflecht- und
Lamellenknochen [132]. Entwicklungsgeschichtlickellst der Geflechtknochen die Altere
Knochenform dar und kann als verkndchertes Bindepewangesehen werden [92]. Seinen
Ursprung nimmt er in einer starken Kapillarisierungnd der Anreicherung von
Mesenchymzellen, die im Weiteren zu Osteoblastéfierdnzieren. Diese Zellen synthetisieren
Kollagene, die einen ungerichteten Verlauf aufweiseo entsteht ein dichtes Geflecht, das im
Verlauf mineralisiert wird [78]. Der Geflechtknoahevird in der Regel in Lamellenknochen
umgebaut und lasst sich zeitlebens nur noch inDEkknochen des Schadels, dem knéchernen

Gehoérgang sowie in den Ansatzstellen von Sehneméndern nachweisen [7].

Der Lamellenknochen besteht aus wiederkehrendengleidnméaRig aufgebauten Einheiten.
Diese werden Osteone oder nach ihrem Erfinder ,H&sehe Systeme” genannt. Ein jedes
Osteon weist ein Zentrum, den Havers'schen Kan&l lauihm verlaufen Nerven, Blut- und
LymphgefalR3e, eingebettet in mesenchymales BinddgeweAbzweigend von den
Zentralkanalen gehen Querverbindungen, die Volkeeimen Kanale aus. Sie stellen eine
Verbindung zwischen den einzelnen Osteonen sowieGialRsystemen dar. Der Aufbau eines

Osteons ist durch eine jahresringdhnliche Anordrderg_amellen charakterisiert [132].
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Knochen ist ein sehr vitales Gewebe. Es unteriegitt nur einem standigen Umbau, sondern
wird auch von bis zu 400 ml Blut pro Minute durchstit. Das sind ca. 6% des

Herzzeitvolumens [7]. Uber drei miteinander verbemel Teilsysteme, die afferente, die
efferente und die gemischte Blutversorgung, flidigises Blut durch den Knochen [121]. Es
dient der Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffeimd dem Abtransport der

Stoffwechselprodukte und des Kohlendioxids [132].

2.2 Fraktur

Werden die mechanischen Eigenschaften eines Kneché&mstigkeit und Elastizitat,
Uberschritten, kommt es zur Fraktur [110, 136].9Riést definitionsgemal eine Kontinuitats-
unterbrechung des Skeletts, die mit Schmerzen uandktlensverlust einhergeht [135].
Ursachlich werden vier Frakturmechanismen unteestgn, die direkte Fraktur, die indirekte
Fraktur, die pathologische bzw. Spontanfraktur dred Ermidungsfraktur. Die direkte Fraktur
wird durch aul3ere adaquate Gewalteinwirkung auf gesunden Knochen hervorgerufen, die
indirekte durch Abriss, Biegung, Dehnung, Stauchdozyv. Scherung des Knochens. Die
pathologische Fraktur setzt einen krankhaft verdedeKnochen voraus, der durch inadaquate
Gewalteinwirkung zu Bruch kommt. Die Ermidungsftaikiwird durch lang andauernde

mechanische Uberanspruchung ohne eigentliches |eiefi@gnis verursacht [96].

Eine Fraktur setzt im Organismus eine Abfolge vokalen und generalisiert systemischen
Mechanismen in Gang, die die WiederherstellungStarktur und Funktion des Knochens zum
Ziel haben [136].

2.3 Frakturheilung

Die Frakturheilung stellt einen sehr komplexen \&rg dar, der eine Reihe von mechanischen,
biochemischen und zellularen Ereignissen umfassts&zt sich aus Migrations-, Proliferations-
sowie Differenzierungsprozessen zusammen und fétatlich dazu, dass das neu gebildete
Gewebe in eine biomechanisch kompetente Struktugewandelt wird [64]. Am Ende des
Heilungsprozesses wird der Knochen nicht durch dlagbwebe Uberbrickt, sondern es entsteht

ein, dem ursprunglichen Gewebe entsprechendes Beq¢h3, 84].

Dartber hinaus stellt die Frakturheilung einen spisterten postnatalen Heilungsprozess dar,
der Aspekte der embryonalen Knochenentwicklung raiffg Viele molekulare Mechanismen,
die die zellulare Differenzierung und das Wachstu@hrend der Embryogenese steuern,

wiederholen sich wahrend der Frakturheilung [47].
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In Abhangigkeit von der Entfernung der Frakturendissen sich zwei Formen der
Frakturheilung unterscheiden, die direkte und ddérekte Frakturheilung [13, 20, 121].

2.3.1 Direkte Frakturheilung

Die direkte Frakturheilung verlauft ohne radiolagissichtbare Kallusbildung und setzt einen
engen Kontakt der Knochenfragmente voraus. Zusétzriitissen die Frakturenden ausreichend
vaskularisiert und weitestgehend stabil versorgh §&3]. Sind diese Bedingungen erfullt,
werden die Frakturenden durch ein direktes Vordnnder Havers’schen Systeme miteinander
verbunden. Genauer gesagt Uberbriicken die Ostémkladen Frakturspalt direkt und bohren
einen Kanal in das gegeniberliegende Fragment. @&eroklasten folgen unmittelbar eine
kapillare Gefaldschlinge und mesenchymale Stamnmzellis denen sich Osteoblasten
differenzieren. Diese flllen den entstandenen Keatzllich mit Knochen auf [13, 121].

2.3.2 Indirekte Frakturheilung

Die indirekte Frakturheilung lasst sich anhand Hestologie in vier ineinander Ubergehende
Phasen einteilen (Abb. 1), die EntzindungsphasePHase des weichen Kallus, die Phase des
harten Kallus und die Phase des Remodeling [149688136]. Einige Autoren betrachten den
Mechanismus vom Eintritt der Gewalteinwirkung bisine Moment der Fraktur als

vorgeschaltete erste Phase der Frakturheilunggd]3,

Abb. 1: Schematische Darstellung der indirekten Fraktluhgi
a: Entzindungsphase, b: Phase dehereKallus, c: Phase des harten Kallus, d: Phes&dmodeling

Quelle: Oestern, H.-J.,Diirig, M., 2003 [96]

Durch die Fraktur kommt es zu Zerreil3ungen nugitiGefalie [136]. Diese sind im Knochen,
dem Knochenmark und dem Periost, sowie in dem geatiden Weichteilgewebe lokalisiert.

Die Zerstorung der Gefal3e fuhrt zu einer Einblutimglas Frakturgebiet. Das so entstandene
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FrakturhAmatom leitet die Entziindungsphase ein D@&se dauert beim Menschen ein bis drei
Tage [13, 14], nach David J. Simmons [136] sogaf Tiage. Die bei einer Fraktur entstehenden
Gewebetrimmer, bestehend aus KnochenfragmentengsfeEndost, Knochenmark und
Weichteilgewebe, zerfallen und lésen eine Inflamomataus. Daraufhin tberschwemmen
Entzindungsmediatoren das Frakturgebiet [109],as3 &ntziindungszellen, wie Lymphozyten,
polymorphkernige Leukozyten, Histiozyten, Monozytand Makrophagen [136], angelockt
werden. Diese Zellen stammen aus dem Blut undzsesidie Fahigkeit, die Kallusbildung zu
induzieren [101]. Zusatzlich werden Kaskaden prgtescher Enzyme aktiviert, die eine
Koagulation des Blutes hervorrufen und damit dilammation verstarken [109]. An den
Frakturenden kommt es aufgrund der Gefal3zerreifuageeinem Sauerstoffmangel und zur
Nekrosebildung. Die Hypoxie und der daraus reseltide erniedrigte pH-Wert stimulieren die
Freisetzung von Zytokinen aus neutrophilen Granger [113]. Makrophagen und
Lymphozyten beseitigen mdgliche Bakterien und seeszn zusatzlich Wachstumsfaktoren und
angiogene Faktoren. Ebenfalls in der frihen Entaiigdphase nachweisbare Osteoklasten
resorbieren das abgestorbene Knochengewebe [108osbmale Enzyme, die aus den
zerstorten Osteozyten austreten, fuhren zur Aufigsder sie umgebenen organischen Matrix
[113].

Das Abklingen von Schwellung und Schmerzen kenhneitden flieBenden Ubergang von der
Entzindungsphase in die Phase des weichen Kaljsdlich Granulationsphase genannt. Sie
dauert beim Menschen etwa drei Wochen. Wahrendedigsit wird das Frakturhamatom, in
dem sich bereits ein lichtes Netzwerk aus Fibrind ukollagenfibrillen befindet, von
Granulationsgewebe durchsetzt. Dieses Gewebe beateh Fibroblasten, neu gebildeten
Kollagenen und weiteren Kapillaren [13]. Die hohaskularisierung, hervorgerufen durch
Kapillareinsprossungen in den Frakturspalt, undhdibe Zelldichte kennzeichnen diese Phase
der Heilung [14]. Der weiche Kallus fuhrt zur erst&rtickenbildung zwischen den Frakturenden
[13]. Er besitzt jedoch nicht genligend Stabilitéit, das Uberleben von Osteoblasten zu sichern.
Um diese Steifigkeit zu erreichen, werden Kalksa#egelagert [116]. Diese Mineralisierung
leitet die Phase des harten Kallus ein. Sie dé&ae2mh Menschen drei bis vier Monate. In dieser
Zeit hartet der Kallus aufgrund der fortschreitemdéineralisierung der Grundsubstanz und des
Knorpelgewebes aus. Es entsteht primitiv angeoedr@eflechtknochen, der sich entlang der
Kapillaren ausrichtet [13]. Dieser Knochen agidd Rlatzhalter, jedoch nicht als wirkliche
Verbindung zwischen den Frakturenden. Osteone nutee in der Phase des Remodeling als
Leitstruktur, um, ausgehend von den Frakturendemdllenknochen im Frakturspalt entstehen

zu lassen. Dies fuhrt zu einer vorubergehendendpaem Auflockerung des kortikalen
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Knochens [20]. Das Remodeling dauert beim Mensdflenate bis Jahre und endet mit der
Wiederherstellung der normalen Knochenkontur undkamtinuitat des Markraums [13], sowie

mit der Revaskularisierung der ehemaligen Frakuearj20].

24 Frakturhamatom

Bereits einige Minuten nach dem Frakturereignidgrbgglas im Frakturspalt befindliche Blut zu
gerinnen [119]. Die dabei entstehenden Fibrinnetizevevzerspannen die Frakturenden und
dienen spater als Leitstruktur fur die Kapillar@ressung [28]. Thrombozyten agreggieren
aufgrund der durch die Gefal3zerrei3ung freigesetirtediatoren. Zusatzlich sezernieren diese
aktivierten Blutplattchen unter anderem Wachstukisfan, wie Platelet Derived Growth
Factor-BB (PDGF-BB) und Transforming Growth Fader(TGF{3;) [113], die eine wichtige
Rolle bei der Proliferation und Differenzierung rmeshymaler Stammzellen Gbernehmen [37].

Nach ca. einer Stunde erreichen die ersten Entzigjsdellen Uber Chemotaxis das
Frakturgebiet [119]. Sie sezernieren Zytokine, Witerleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6),
die fur die Regulation der frihen Frakturheilungsgeh entscheidend sind [37]. Dariber hinaus
aktivieren diese Zytokine proteolytischen Enzymege dlie weitere Koagulation und

Inflammation fordern [121].

Das Frakturhamatom stellt demnach eine Quelle gmaBnolekilen dar, die eine Kaskade
zellularer Ereignisse initiieren und somit den Hedsverlauf beeinflussen [37]. Das anfangs im
Frakturhamatom herrschende saure Milieu unterstliede Ereignisse. Der niedrige pH-Wert

stellt einen Proliferations- und Differenzierungsan fur die Zellen dar [28].

Weitere wissenschaftliche Untersuchungen des Hifaktoatoms lieferten zusatzliche
Erkenntnisse. Die intramuskulare Transplantatioregivier Tage alten Hamatoms fuhrte zur
ektopen Knochenneubildung, was darauf schlieRest, ldass das Frakturhamatom osteogenes

Potential besitzt [89]. Zusatzlich konnte ein aggioes Potential nachgewiesen werden [139].

Wird das Frakturhamatom bis zum vierten Tag nach Beakturereignis entfernt, lasst sich eine
minimierte Kallusproduktion und ein herabgesetztBeegemoment im Heilungsverlauf
beobachten [51]. Doch nicht nur die einmalige, sondauch wiederholte Entfernungen des
Hamatoms beeinflussen den Heilungsverlauf. Es konmat Entstehung verzogerter

Frakturheilungen bis hin zur Ausbildung atrophisdAseudarthrosen [106].
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2.5 Fixateur externe

Der Begriff Fixateur externe stammt aus dem Fraselien und bedeutet wortlich tUbersetzt
.aul3erer Spanner” [114]. Seit dem 19. Jahrhunded der Fixateur externe zur Stabilisierung
von Knochenbriichen eingesetzt [17]. Die Indikatiorder heutigen Medizin ist vor allem die
Versorgung von Polytraumata und SchaftfrakturergéanrRohrenknochen mit héhergradigen
Weichteilschaden [83]. Die externe Fixierung fliut einer stabilen Osteosynthese, die jedoch
noch Mikrobewegungen zwischen den Frakturendenlgtrl&ine sekundéare Knochenheilung ist
die Regel [141].

Der Fixateur externe weist eine Vielzahl an Montagglichkeiten auf. So wird zwischen
linearen Fixateuren und Ringfixateuren, unilateralend bilateralen, sowie uniplanaren und
biplanaren Systemen unterschieden. Gemeinsam habenSysteme die stabilisierenden
Elemente (Pins), die in den Knochen eingebracht omtlels Stangen oder Ringen fest
miteinander verbunden werden [73]. Es entstehtvanmbles Konstrukt, das an die jeweilige
Situation angepasst werden kann. Nachteilig bleilmknich die exponierte Lage eine
Einschrankung des Komforts [127] und die regelmafigrchzufihrende Pflege der
Pinaustrittsstellen zur Vermeidung von Infekten][&3och durch diese Art der Montage werden
weitere Traumatisierungen [133] sowie die Zerstgrdas Gefal3systems verhindert, so dass das

Auftreten von Knochennekrosen minimiert werden kg ].

2.6 Einflussfaktoren auf die Frakturheilung

Die Voraussetzungen fur eine ungestorte Frakturhgilsind sowohl mechanischer als auch
biologischer Art. So sind eine Ruhigstellung deadfnentenden, ein hinreichender Kontakt der
Bruchflachen sowie eine ausreichende Gefal3funktibtalitdit und Regenerationspotenz des
Kontaktgewebes notwendig [125]. Neben diesen Vegaizungen flr eine optimale Ausheilung
existiert eine Vielzahl an lokalen und systemisck@nflussfaktoren, die den Heilungsprozess
positiv oder negativ beeinflussen kdnnen. Die lekdFaktoren sind hierbei weitaus wichtiger als
die systemischen, die gegenwartig kontrovers diskutverden. So kann, laut Literatur, eine
hyperbare Oxygenierung die Heilung verzégern, figrdeder keinen Effekt hervorrufen. Auch

der Antikoagulation wurde sowohl ein unterstitzendés auch ein verzogernder Einfluss
zugeschrieben. Wachstumsfaktoren konnen die Heipwgitiv unterstiitzen oder gar keinen
Effekt erzielen. Bei anderen systemisch wirkendektéren, wie bestimmten Medikamenten
oder auch Krankheitsbhildern besteht ein Konseng. [B& gehodren z.B. Kortikosteroide,

nichtsteroidale Antiphlogistika, Zytostatika [128)povolamische Anamie, Eisenmangelanamie

-10 -



Stasher Wissenschaft

und chronisch systemische Hypoxie zu den Faktooka, die Frakturheilung verzdogern.
Unterstitzende Faktoren sind z.B. anabole Sterddamin A, Vitamin D, Thyroxin, L-Dopa
und Insulin [14].

Auch das Alter des Patienten zahlt zu den systdmars€aktoren. Je jinger ein Patient ist, desto

schneller und ausgiebiger verheilt ein Knochenbifd@5].

Die lokalen Einflussgrof3en beinhalten unter andedesiokalisation der Fraktur. Mechanische
Unterschiede und verschiedene Durchblutungsveibééinn der Knochenarchitektur lassen z.B.
Frakturen am distalen Tibiaschaft langsamer hedlsnsolche im mittleren oder proximalen
Bereich. Daruiber hinaus spielt die Knochenstrukine Rolle. Spongidse Knochen heilen nach
einer Fraktur schneller als Kortikalisfrakturen %$]2 Durch ausgedehnte Verletzungen,
Unterbrechung der lokalen Blutversorgung im Frajiet und interponiertes Weichteilgewebe
wird die Heilung behindert. Auch eine inadaquatemmbilisierung, das Auftreten von

Infektionen oder malignen Prozessen im Frakturgedmgvie Knochennekrosen verzdgern die
Heilung. Demgegeniber stehen die lokalen Einfligdgn, die eine Frakturheilung positiv
unterstitzen. So filhren die topische Gabe von Ieeoy die Injektion von Chondroitinsulfaten

in den Kallus und die Durchfiihrung einer venésen sahmirung proximal des

Frakturgeschehens zu einer Férderung der Heilufp [1

Biomechanische Faktoren zahlen ebenfalls zu dealdak GroRen, die die Frakturheilung

beeinflussen kdnnen [14]. Wird ein Fixateur exteale Osteosynthesesystem genutzt, kann
durch eine Steigerung der Schanzschrauben- bzw. PdetAnzahl, durch Erhdhung des

Schraubendurchmessers [35] und durch VerringerwesyAbstandes zwischen Fixateurstange
und Knochen das System stabiler gemacht und soesgeth Steifigkeit erhoht werden [26].

Steifere Systeme reduzieren im Allgemeinen dierfragmentaren Bewegungen, wohingegen
weichere Systeme gréf3ere Bewegungen zulassenHd48onnte gezeigt werden, dass geringe
axiale interfragmentare Bewegungen zwischen 0,2 umoh 1,0 mm bessere Frakturheilungs-
ergebnisse liefern als Bewegungen tber 2 mm [19igrbei ist ein Zusammenhang zwischen
mechanischer Instabilitat und dem entstehendenugialumen zu beobachten [110]. Rigide

Fixationen rufen eine kleinere Kallusbildung herv&ysteme, die grofRere interfragmentéare
Bewegungen zulassen, fuhren zwar zu einer vermekadusproduktion, missen jedoch nicht

zwangslaufig qualitativ guten und damit mechaniselastbaren Kallus hervorbringen. So lassen
sich haufig trotz erheblicher Kallusmenge keineghrantiberbriickungen nachweisen. Dies
kann zu einer verzogerten bis hin zur ausbleibehtilung (hypertrophe Pseudarthrose) flihren
[26].

-11 -
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Ein entsprechendes Mal} an Mikrobewegungen im Figbalt 10st unter anderem uber feine
piezoelektrische Anderungen die Ausschiittung vorchtmsfaktoren aus. Diese Faktoren,
aber auch Zytokine und andere regulatorische Pratdiesitzen verschiedenste Effekte auf die
Zellproliferation und -differenzierung wéhrend dé&rakturheilung und werden von den

unterschiedlichen Zellarten, die sich im Fraktuigebefinden, synthetisiert [121].

2.6.1  Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind korpereigene Substanzen],[tliel als Transmitter dienen. Sie sind
Teil eines komplexen zellularen Kommunikationsnetsegs und beeinflussen die Zellteilung,
die Synthese der extrazellularen Matrix und die Ewmedifferenzierung. Somit spielen
Wachstumsfaktoren bei der Knorpel- und Knochenfaionaund bei der Wiederherstellung von
muskuloskeletalem Gewebe eine wichtige Rolle. Bmk® gezeigt werden, dass die Expression

bestimmter Faktoren wahrend der verschiedenen Rhkesd-rakturheilung induziert wird [74].

2.6.1.1 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Bone Morphogenetic Proteins gehdren mit Ausnahme BWBP-1, einem Enzym [118], zur
Transforming Growth Factdy- (TGF{3-) Superfamilie [50]. Seitdem Marshall R. Urist 596
[147] zeigte, dass demineralisierte Knochenmatinxosteoinduktives Potential besitzt, konnten
mehr als 15 unterschiedliche BMPs identifiziert e [50]. Aufgrund ihres molekularen
Aufbaus werden sie in drei Unterklassen geglied2ig. erste beinhaltet unter anderem BMP-2
und BMP-4, die zweite BMP-5, BMP-6, BMP-7 sowie BMRInd die dritte BMP-3 [158].

BMPs sind nicht nur an der Entstehung von Knorpall iKknochen, sondern auch an der
Entwicklung von Nieren, Hoden, Zahnen, Haut undzZHeeteiligt [161]. Als Signalmolekile
spielen sie eine wichtige Rolle wahrend der Embey@ge und den Regenerationsvorgangen im
Verlauf des Lebens [58]. Sie regulieren unter amglerdie Hamatopoiese, stimulieren die
Synthese der extrazellularen Matrix und beeinflnstie Apoptose [118]. Zusatzlich induzieren
BMPs die Migration, Proliferation und Differenziexy knochenbildender Zellen und deren
Vorlaufern [165].

Im Rahmen der Frakturheilung besitzen BMPs einekWig auf die Osteoprogenitorzellen.
Diese pluripotenten Zellen werden wahrend einer kibra Uber BMP-Bindung an
transmembranosen Serin-Threonin-Kinase-Rezeptdtarneat [156]. Im Detail bindet BMP an
einen Typ-ll-Rezeptor, der einen Typ-I-Rezeptor gptwryliert. Dieser Rezeptorkomplex

phosphoryliert intrazellulare Proteine, die so geran ,Small mothers against decapentaplegic

(Smads) [31]. Sie dringen nach der Formation zerbeimeren Komplexen in den Zellkern ein
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und initiieren die Transkription ihrer Zielgene {16 Als Folge werden Makromolekile
synthetisiert, die an der Knochen- und Knorpelecitiing, sowie der Differenzierung
mesenchymaler Zellen zu Chondrozyten oder Ostetaldeteiligt sind [118].

Eine entscheidende Rolle bei der FrakturheilunglepiBMP-2, BMP-4 und BMP-7, da sie die

Differenzierung mesenchymaler Zellen zu Osteobhagtel Chondroblasten stimulieren [74].

2.6.1.1.1 Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)

Wozneyet al. [159] isolierten und sequenzierten 1988 das BMBel. Es ist auf Chromosom
20 lokalisiert [118] und kodiert fir ein Proteintneiner Lange von 396 Aminosauren (AS) und
einem Molekulargewicht von 44,7 kDa. BMP-2 wird vomesenchymalen Zellen,
Chondroblasten und Osteoblasten gebildet [11]. Nawhm Frakturereignis weist die mRNA-
Synthese von BMP-2 in der Maus sowohl am erstemawat am 21. Tag nach dem Trauma ein
Maximum auf [23]. BMP-2 induziert die Differenziearg mesenchymaler Zellen zu
Osteoblasten, die weiteres BMP-2 sezernieren [1®Hriber hinaus stimuliert es die
Proliferation von Chondrozyten und Osteoblasten] [66d fordert die Chemotaxis der
Osteoblasten und Monozyten [29].

Auf genregulatorischer Ebene steigert BMP-2 die AR3Ynthese von BMP-3 und BMP-4,
assoziiert mit einer zunehmenden Expression deshamdifferenzierungsmarkers Osteopontin
(OPN). Zusatzlich kann eine Autoregulation beobeaickterden. BMP-2 steigert seine eigene
MRNA-Synthese und Promotor-Aktivitat [22]. Es we#stgiogenes Potential auf, indem die
Entstehung neuer BlutgefaRe durch die StimulierdexgVascular Endothelial Growth Factor-
(VEGF-) Expression induziert wird [18]. Auch die mR-Synthese von TGIB; wird durch den
Einfluss von BMP-2 erhéht [29].

2.6.1.1.2 Bone Morphogenetic Protein-4 (BMP-4)

Parallel zu BMP-2 isolierten und sequenzierten Wgat al. [159] das BMP-4-Gen. Es ist auf
Chromosom 14 lokalisiert [118] und kodiert fir e#08 AS langes und 46,5 kDa schweres

Protein.

BMP-4 wird nach einem Frakturereignis von mesendaigm Zellen, Chondroblasten [11] und
undifferenzierten Osteoprogenitorzellen exprim{@t]. Es stimuliert die Differenzierung von
mesenchymalen Zellen zu Osteoblasten [134] undstiitet die Chemotaxis jener Zellen [42].
Somit fordert BMP-4 wie auch BMP-2 bei einer Fraildie Knorpel- und Knochenbildung [22].

Der zeitliche Verlauf der mRNA-Synthese von BMPr Mausmodell wird in der Literatur

unterschiedlich beschrieben. Nak&teal. [91] konnten die mRNA nur in der friihen Phase der
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Frakturheilung mit einem Maximum am zweiten Tag madem Trauma nachweisen,
wohingegen Cheet al. [23] eine klar begrenzte Expression zwischen demuhd 21. Tag

Zeigten.

2.6.1.1.3 Bone Morphogenetic Protein-7 (BMP-7)

Reddiet al. [119] konnten 1987 das BMP-7-Gen isolieren. EsiigtChromosom 20 lokalisiert
[118]. Das Translationsprodukt hat eine Lange v&h AS und wiegt 49,3 kDa. Es stimuliert die
Proliferation und Differenzierung von mesenchymafetien, Osteoprogenitorzellen [18] sowie
Chondrozyten [50] und untersttitzt so die Fraktuumg. Genau wie fir BMP-2 konnte auch fur

BMP-7 eine Induktion der ektopen Knochenentwicklmaghgewiesen werden [18].

BMP-7 fordert die Kollagensynthese [50], kann Armggoese initieren und die angiogene
Aktivitat von TGF$; steigern [18]. Auf genregulatorischer Ebene stiertul BMP-7 die
MRNA-Synthese von BMP-6 und reduziert die von BMyi BMP-4 [58]. Nach einem
Frakturereignis zeigt BMP-7 bei Mausen ein ahnlkcBgpressionsmuster wie BMP-4 mit einem
Maximum vom 14. bis zum 21. Tag nach dem Traumé [23

2.6.1.2 Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1)

Gegenwartig sind zwei Insulin-like Growth FactoiGKs) bekannt, IGF-1 und IGF-2 [74]. IGF-
1 ist ein 195 AS langes und 21,8 kDa schweres iralas 1978 von Rinderknecht und Humbel

[122] isoliert wurde. Das kodierende Gen ist aufa@mosom 12 lokalisiert.

IGF-1 wird von Chondroblasten [113], Osteoblast@?] [sowie Osteozyten [93] exprimiert und
bindet an den IGF-1 Rezeptor (IGF-1R). Durch Phosgierung werden unter anderem
Mitogen-activated protein kinase (MAPK) und Phogpbsited 3-Kinase (PI3Kinase) aktiviert

[36]. Auf diese Weise nimmt IGF-1 Einfluss auf ddl@ochenentwicklung, das Wachstum und
die Reparaturvorgange im Knochen [77], indem esRtaiferation und Differenzierung von

Osteoblastenvorlauferzellen, Osteoblasten, Fibsbée und Osteoklastenprogenitorzellen
stimuliert [92]. Somit kann IGF-1 sowohl die Knodiiermation, als auch die Resorption positiv
beeinflussen [77]. Zusatzlich regt es die Kollagmtisese an [93] und induziert die mRNA-
Synthese von VEGF [18].

Im Rahmen der Frakturheilung wird IGF-1 bei Ratiéndem ersteffag nach dem Trauma

synthetisiert [97]. Am achten Tag erreicht die mRK@nzentration ihr Maximum [113].
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2.6.1.3 Platelet Derived Growth Factor-BB (PDGBB

Die Familie der Platelet Derived Growth Factors GH) setzt sich aus PDGF-A, PDGF-B,
PDGF-C und PDGF-D zusammen, die Homo- bzw. Hetaredk bilden [120]. PDGF-BB ist ein
241 AS langes und 27,3 kDa schweres Protein, d8% ¥8n Della-Faverat al. [30] isoliert

wurde. Das kodierende Gen ist auf Chromosom 22i&&H.

PDGF-BB wird von Makrophagen [113], mesenchymalatlen, Osteoblasten, Osteoklasten
und Chondrozyten exprimiert. In der frihen Phase Ffakturheilung sezernieren vor allem

degranulierte Blutplattchen das Protein [12]. EmRNA-Synthese in der Ratte lasst sich ab dem
vierten Tag nach dem Frakturereignis nachweisef][14

Das sezernierte PDGF-BB bindet sowohl an den PD@geptore. (PDGFRe) als auch an
PDGFR$, die daraufhin Dimere bilden und durch Phospherylhng MAPK und PI3Kinase
aktivieren [88]. Dadurch werden sowohl Migratiors auch Proliferation der Fibroblasten und
Osteoblasten stimuliert. Zusatzlich erhoht PDGF-BE Kollagensynthese, aktiviert die
Expression von Cysteine-rich Protein 61 (CYRG61)][aBd steigert unter hypoxischen
Bedingungen die VEGF-Expression [12].

2.6.1.4 Vascular Endothelial Growth FactoysA(VEGF-Agg)

VEGF-Aggs ist ein Mitglied der VEGF-Familie [55]. Durch altaatives Splicen entstehen drei
Transkripte, VEGF-Ap1, VEGF-Aies und VEGF-Asg9 [146]. Das Gen ist auf Chromosom 6
lokalisiert. 1980 konnten Browet al.[15] die VEGFs identifizieren. VEGF-#sist ein 412 AS
langes und 45,5 kDa schweres Protein, das von IBttepen, Monozyten [140], Chondrozyten
Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und Osteokidd#6] exprimiert wird. Es bindet sowonhl
an VEGF Rezeptor-1 (VEGFR-1) als auch an VEGFR-2 umduziert so jeweils eine
Homodimerbildung des entsprechenden Rezeptorseliksviert unter anderem den MAPK-
Pathway [81]. Dadurch wird die Chemotaxis, Pro&atemn und Differenzierung der Osteoblasten
und Osteoklasten erhoht [18]. Zuséatzlich stimuhMdBGF-A;65die Formation neuer Blutgefalie,
indem es die Proliferation, Migration und Permadtidiil der Endothelzellen aktiviert [81].
Wahrend der Frakturheilung regt es somit auch diukvaskularisierung an [138]. Besonders
unter hypoxischen Bedingungen lasst sich eine igeste mRNA-Synthese des VEGR#A
nachweisen [55].

Im Rahmen der Frakturheilung wird in der Ratte a&mdersten Tag die VEGkss mMRNA
synthetisiert. Am flnften Tag nach dem Trauma ehtedlie Konzentration ein Maximum [146].
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2.6.2  Zytokine

Zytokine stellen eine Gruppe von Proteinen dar, seevohl hematopoietische als auch
immunologische Funktionen regulieren. Sie sind Imeot in inflammatorische Reaktionen,
Angiogenese, Knorpel- und Knochenmetabolismus uedien in diesen Zusammenhangen von
aktivierten Lymphozyten, Makrophagen, FibroblasteBhondrozyten und Osteoblasten
exprimiert [38]. Die Zytokine vermitteln ihre Wirkig tUber verschiedene Oberflachenrezeptoren
[69]. Auch bei der Frakturheilung spielen sie amehtige Rolle [38].

2.6.2.1 Interleukin-1 (IL-1)

IL-1 wurde im Jahr 1984 von Auraegt al. [5] isoliert und ist ein 271 AS langes und 30,6akD

schweres Protein. Das kodierende Gen ist auf Clrsom@ lokalisiert [41].

IL-1 wird von Phagozyten, Fibroblasten, T- und Baiphozyten [41], von Monozyten/
Makrophagen, Osteoblasten [92] und mesenchymaltenZé8] exprimiert. Es induziert durch
seine Rezeptorbindung die Formation eines Heterpkoxas aus dem Typ 1 Rezeptor (IL-1R1)
und dem Rezeptorassoziierten Protein (IL-1RAcppsDiihrt zur Rekrutierung von Adapter-
Molekulen und rezeptorassoziierten Kinasen, die Aigivitat von Nuclear factor-kappaB
(NF-«B) und Jun N-terminal kinase (JNK) vermitteln [68lsétzlich aktiviert IL-1 den MAPK-
Pathway [143]. Dadurch wird die Differenzierung laapoietischer Vorlauferzellen stimuliert
und die resorptive Kapazitdt der Osteoklasten afitat. Zusatzlich férdert IL-1 die
Proliferation und Differenzierung der Osteoblasted regt in Anwesenheit von Vitaminsind
Parathormon die Kollagensynthese an [68]. Es férdex T-Zell-Proliferation [41] und die
Angiogenese. Neutrale Proteasen werden durch Iktitiext, um frihes Kallusgewebe fir die
GefalRinvasion und Kalzifizierung abzubauen [38]e MRNA-Synthese von Tumor Necrosis
Factore (TNF-a) [92], IGF-1 [77], IL-6 [69] und Matrix Metallopteinase-13 (MMP-13) [124]

wird durch IL-1 stimuliert.

Im Rahmen der Frakturheilung lasst sich im Mausriade ersten Tag nach dem Trauma ein

Maximum der mRNA-Konzentration von IL-1 nachweig68].

2.6.2.2 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 gehort zur gpl30 Zytokinfamilie [69]. Das Peot wurde 1986 von Zilberstegt al. [166]
isoliert und ist 212 AS lang und 23,7 kDa schweaas@en liegt auf Chromosom 7 [41].

IL-6 wird von Phagozyten, T-Zellen, Fibroblastenpmbzyten/Makrophagen [41], Osteoblasten
und Osteoklasten [92] exprimiert. Das sezerniertgeih bindet an den IL-6 Rezeptor (IL-6R),
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so dass sich das 130 kDa Glykoprotein (gpl130) antaggann. Dies initiiert eine Serie von
intrazellularen Signaltransduktionen [41], wie diktivierung der Januskinase. Die ausgeldsten
Kaskaden flihren unter anderem zu einer erhdhtereEsijon osteoklastenaktivierender Faktoren
[103], so dass die Formation der Osteoklastenvimtastimuliert und die Osteoklastogenese
vermittelt wird [92]. Zusatzlich fordert IL-6 die yBthese extrazellularer Matrix, rekrutiert
fibrogene Zellen und stimuliert die Angiogenese][@ induziert die T-Zell-Aktivierung sowie
deren Differenzierung und unterstitzt die finaleifidey von B-Zellen zu antikorper-

produzierenden Plasmazellen [41].

Im Rahmen der Frakturheilung konnte in der Ratte @dRNA-Synthese des IL-6 ab dem dritten

Tag nachgewiesen werden [38].

2.6.2.3 Transforming Growth Factgi-(TGF,)

Es sind funf Isoformen des TGFbekannt, TGH,, TGF$,, TGFf3;, TGFB4 und TGFBs. Sie
alle sind Mitglieder der TGB-Superfamilie [74]. TG, wurde 1985 von Deryncét al.isoliert
und synthetisiert [32]. Das Gen ist auf Chromosdriakalisiert und kodiert fur ein 390 AS

langes und 44,3 kDa schweres Protein.

TGF; lasst sich in vielen Geweben nachweisen. Im Kridoger. Knochen wird es wéhrend
der Knochenentwicklung, des Wachstums und der &ragiiung von Osteoblasten, Osteozyten,
Osteoklasten [23] und hyperthrophen Chondrozyte®] [@xprimiert. Aber auch T-Zellen,
Blutplattchen und Monozyten synthetisieren T@H41]. Die Blutplattchen z.B. geben das
Protein nach Degranulierung in der inflammatoriscRéase der Frakturheilung [11] an das sich
bildende Hamatom ab [74]. So erreicht die mRNA-8gse schon am ersten Tag nach dem

Frakturereignis im Mausmodell ein Maximum [23].

TGF3; bindet an den gleichen Rezeptorkomplex wie andetglistder der TGH3-Superfamilie
[77], mit dem Unterschied, dass andere Smads #lazellulare Mediatoren phosphoryliert
werden [71]. Auf diese Weise wird die Proliferationd Differenzierung mesenchymaler Zellen
zu Osteoblasten, Osteoklasten und Chondroblastemulsrt [121], Osteoblastenvorlaufer
werden rekrutiert und die Kollagensynthese in Hitasten angeregt [16]. Auch die Migration
der Fibroblasten und Monozyten wird aktiviert [11B{5F$, induziert die mMRNA-Synthese von
BMP-2 [77], IL-6 [92], CYR61 [53], VEGF [18] und @=oblasten-Differenzierungsmarkern,
wie OPN. Zusatzlich kann eine Autoregulation bedibeic werden [77]. TGPB, senkt die
Expression der IL-1-Rezeptoren [71] und inhibieet idollagenasen-Synthese [41].
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2.6.2.4 Tumor Necrosis Factar(TNF)

Es lassen sich zwei Tumor Necrosis Factors (TNERs@racheiden, TNk- und TNFg [46].
TNF-a weist ein Gewicht von 25,6 kDa und eine Lange 288 AS auf. 1984 konnte es von

Penniceet al.[107] isoliert werden. Das kodierende Gen liegt@aromosom 6 [41].

Monozyten/Makrophagen, Osteoblasten [92], Fibrdblas Mastzellen [41] mesenchymale
Zellen und hypertrophe Chondrozyten [46] exprimierdNF-a. Dieses kann an zwei
Rezeptortypen binden, TNF Rezeptor-1 (TNFR1 (p2B)X TNFR2 (p75) [46]. Stellt es den
Liganden fur TNFR1 dar, so wird eine Kaspasen-Kdslaktiviert. Bindet TNFx an TNFR2, so
werden NF«B und JNK aktiviert. [69]. Uber diese Liganden-Reze-Bindungen koénnen
Zellen in Apoptose gehen bzw. ihr Uberleben gestauerden [46]. Zusatzlich induziert TNE-
die Expression von Hypoxia-inducible Factar-(HIF-1a) [1] sowie Akute Phaseproteinen wie
IL-1 [92] und IL-6 [69]. Es erhoht die Adh&sionsigkeit von Leukozyten an die
GefalRendotheloberflachen und reguliert wahrendrdekturheilung die resorptive Kapazitat der
Osteoklasten [67]. Daruiber hinaus nimmt es Einflaigk die Osteoblastenaktivitat, indem die
Differenzierung hematopoietischer Vorlauferzellamsliert wird. TNF besitzt dartiber hinaus

auch ein angiogenes Potential [113].

Im Rahmen der Frakturheilung zeigt die mRNA-Syn¢gheen TNFe in der Maus schon am
ersten Tag nach dem Trauma ein Maximum. Ein erneR&ak lasst sich nach 28 Tagen

nachweisen [68].

2.6.3  Extrazellulare Matrixproteine

Matrixproteine sind Bestandteile der extrazellubréatrix. Hauptstrukturprotein der

extrazellularen Matrix des Knochens und des Knarstl Kollagen [37]. Zusétzlich lassen sich
noch weitere nicht-kollagene Proteine, wie z.B.e@sttin, Osteopontin, andere Glykoproteine
und Proteoglykane nachweisen [92]. Auch wahrend Frakturheilung spielen viele dieser

Vertreter der extrazellularen Matrixproteine einehige Rolle [37].

2.6.3.1 Cysteine-rich Protein 61 (CYR61)

CYRG61 ist eines von sechs Mitgliedern [40] der CEmilie [53]. 1985 entdeckten Lau und
Nathans [72] dieses Protein, das eine Lange von A8lund ein Molekulargewicht von
42,0 kDa aufweist. Das kodierende Gen ist auf Closom 1 lokalisiert [60].

CYRG61 fungiert als Ligand verschiedener Integriemaren wiea,ps, ovps, osPB1, Pz und

amP2 [90]. Es wird in unreifen und proliferierenden Q@ldoozyten, Osteoblasten, Fibroblasten,
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mesenchymalen Zellen sowie Muskelzellen exprimigrd spielt eine wichtige Rolle bei der

Knorpel- und Knochenformation, indem es die Chogdrese und Angiogenese stimuliert [53].
Aufgrund der Anwesenheit von CYR61 adhérieren, rargn und proliferieren Endothelzellen

und Fibroblasten. Knockout Mause weisen keine Lsfétngkeit auf, sie sterben schon pranatal
oder Uberleben maximal 24 Stunden [90]. Auf genlaguischer Ebene steigert CYR61 die

Expression von VEGF und Kollagen-Typ Il (Coll 1B1].

Wahrend der Frakturheilung im Rattenmodell lassh sie mMRNA-Synthese ab dem dritten Tag

nach dem Trauma mit einem Maximum am siebten Tagweisen [53].

2.6.3.2 Kollagen-Typ Il (Coll II)

Coll 1l gehort zu der Familie der Kollagene unddst Hauptbestandteil des Knorpels [163]. Das
Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert und kodiertdin Protein mit einer Lange von 1487 AS

und einem Molekulargewicht von 141,8 kDa.

Exprimiert wird Kollagen-Typ 1l von proliferierende Chondrozyten [37], die im weiteren
Verlauf zu hypertrophen Chondrozyten differenzierdfit Beginn dieses Differenzierungs-
grades stellen die Zellen ihre Kollagen-Typ 1l Syede ein [163].

Im Rahmen der Frakturheilung lasst sich die mRNAtBgse des Coll Il im Mausmodell ab
dem funften Tag nach dem Frakturereignis nachwd&#&nund erreicht um den zehnten Tag ein
Maximum [152]. Abgebaute Coll lI-Fasern kdnnen eMeration von GefalRendothelzellen
induzieren. Unklar ist jedoch, ob das native Katlaglirekt von Osteoklasten abgebaut werden
kann [163].

2.6.3.3 Osteopontin (OPN)

OPN wurde 1985 von Franzén und Heinegard isol43].[Das entsprechende Gen liegt auf
Chromosom 4 und kodiert fur ein 300 AS langes uBi@ BDa schweres Glykoprotein.

Als multifunktionelles Protein wird OPN in verletezt Organen, wie Gehirn, Leber,
Gastrointestinaltrakt, Lunge, Niere und Knochen mart exprimiert. Wahrend der
Inflammation sezernieren epitheliale, mesenchymatel immunkompetente Zellen, wie
T-Lymphozyten und Makrophagen dieses Protein [13@). Rahmen der embryonalen
Knochenentwicklung und der Frakturheilung wird @gkentin von Osteoprogenitorzellen,
Osteoblasten, Osteozyten und Osteklasten exprirliéd]. Das in diesem Zusammenhang an
die extrazellulare Matrix abgegebene OPN bindeteaschiedene Zell-Oberflachen-Rezeptoren

[137]. Unter anderem dient es als Ligand fur den4@Rezeptor [37]. Diese Interaktion
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induziert die Chemotaxis von Fibroblasten [164] stichuliert die Synthese von Zytokinen und
Metalloproteinasen in den CD44-tragenden Zellerv][1Baruber hinaus ist OPN ein wichtiges
Ankermolekil, das die Adhasion der Osteoklastendaitextrazellularen Matrix reguliert [56].
Es ist beteiligt an der physiologischen Gewebenaierung [164], an der Entstehung
pathologischer Kalzifizierungen, wie Atherosklerg88] und im Verlauf der Frakturheilung an
der Mineralisierung des Kallus und dessen Remoglelim diesem Zusammenhang lasst sich
eine mMRNA-Synthese von OPN in der Ratte ab dentedrifag nach dem Frakturgeschehen

nachweisen [164].

2.6.4  Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die an reguische Sequenzen der DNA binden und
damit die Rate der Gentranskription erh6hen. Sieda sich in verschiedene Familien, Helix-
turn-helix-, Homeodomain-, Helix-loop-helix-, Zirfkinger- und Leucin-Zipper-Familie

unterteilen. Auch in der Frakturheilung spielenesige wichtige Rolle [6].

2.6.4.1 Hypoxia-inducible Factorel(HIF-1«)

HIF-1a ist ein Mitglied der Basic Helix-Loop-Helix-Fangli[34]. Diese Proteinuntereinheit
wiegt 92,7 kDa und umfasst 826 AS. Sie wurde 1985 Wanget al. [151] isoliert und das
kodierende Gen ist auf Chromosom 14 lokalisiert.

HIF-1a wird von myeloischen Zellen, Makrophagen [34],rBlidasten [45], Chondrozyten und
Osteoblasten [67] exprimiert. Je kleiner den{ert an der Zellmembran ist, desto mehr HIF-
la wird von den Zellen synthetisiert [154]. Zusathli¢indet eine Regulation des bereits
translatierten Proteins statt. Unter Normoxie wirlF-1o ubiquitin-vermittelt abgebaut,
wohingegen hypoxische Bedingungen zur Stabilisigrund Aktivierung des Proteins flhren
[67]. Dieses wird dann in den Zellkern translozievp es mit HIF-B einen HIF-1-Komplex
bildet. Dieser Komplex bindet an regulatorische DNBschnitte hypoxieinduzierter Gene [34].
Auf diese Weise steigert HIFeddie Expression ca. 60 verschiedener Zielgene [#i&]z.B. die
von VEGF [34], IL-1, TNFe [45] und anderen Genen, wie Erythropoietin undkglytischen
Enzymen. So l6st es GefalB3wachstum aus, regt dirBppiese an, bewirkt Vasodilatation und

stimuliert den anaeroben Stoffwechsel [154].

Im Rahmen der Frakturheilung lasst sich eine mRNAH$ese im Rattenmodell ab dem dritten
Tag nach dem Trauma mit einem Peak am zehnten @abweisen [67]. Doch nicht nur

Hypoxie, sondern auch Zytokine, wie TNE-koénnen die Expression des Proteins wahrend der

-20 -



Stasher Wissenschaft

frhen Inflammation steigern. So lasst sich die-HdFMRNA in der Maus schon sechs Stunden

nach einer Verletzung in inflammatorischen Zellechweisen [1].

2.6.5 Matrixdegradierende Proteasen

Die Familie der Matrix Metalloproteinasen (MMPs)iieltet etwa 20 Mitglieder, wobei diese
sich in vier Untergruppen gliedern, die Kollagemaseselatinasen, Stromelysine und
membranassoziierte MMPs [163]. Als proteolytiscmzy¥ne [100], mit einem pH-Optimum im
neutralen Bereich [148], nehmen sie sowohl am plhggischen als auch am pathologischen
Knorpelumsatz teil, indem sie die extrazellularetfiAaabbauen [163]. So werden MMPs z.B.
wahrend des pathologischen Knorpelumsatzes beintaiden und osteoarthritischen
Prozessen aktiviert. Zusatzlich sind sie bei deskdéarisierung und der Proteolyse kollagener
Gewebe beteiligt [152]. Wahrend der Frakturheilstgllen MMP-2, MMP-9, MMP-13 und
MMP-14 die wichtigsten Vertreter dieser Familie da65], wobei MMP-9 und MMP-13

vorherrschend im Skelett nachweisbar sind [148].

2.6.5.1 Matrix Metalloproteinase-13 (MMP-13)
MMP-13 ist ein 471 AS langes und 53,8 kDa schwémdein, dessen Gen auf Chromosom 11

lokalisiert ist. Freijeet al. [44] identifizierten es 1994.

MMP-13 gehort zur Untergruppe der Kollagenasenwind auch als Kollagenase-3 bezeichnet.
Als proteoloytisches Enzym spaltet es vor alleml&g@n-Typ Il im Knorpel und initiiert
wahrend der Frakturheilung den Abbau knorpeligetridaDie Resorption und das Remodeling
des Kallus werden eingeleitet. Zusatzlich induzésrivahrend der enchondralen Ossifikation die
GefalRinvasion in den Knorpel. Zum Zeitpunkt der gmbalen Knochenentwicklung
sezernieren hyperthrophe Chondrozyten sowie Osstdn MMP-13. Auch im Verlauf der
Frakturheilung lasst sich dieses Enzym in hypehempChondrozyten und unreifen Osteoblasten
nachweisen. In der inflammatorischen Phase exprémievor allem Osteoprogenitorzellen
MMP-13. Schon am ersten Tag nach dem Trauma zaftism Mausmodell eine mMRNA-

Synthese. Zwei Wochen spater erreicht sie ein Maxirfi.63].

2.7 Tiermodell

Fur diese Studie wurde das Schaf als Modelltiegewahlt. Zwar unterscheidet sich die ovine
Knochenanatomie von der des Menschen, dennochbgtler fir die Osteotomie genutzten
Tibia eine funktionelle Ahnlichkeit vor. Die mendiche Tibia ist ein dickwandiger und relativ

englumiger R6hrenknochen, der sich in der Tragadese Skelettes befindet. Die Schatftibia
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steht ebenfalls in der Tragachse des Tieres undt&udem in Struktur und Form der humanen.
Die KnochengrélRe des Tieres erlaubt den Einsatzhwmnanem Osteosynthesematerial [142].
Auch die maximale Belastung bei normaler LaufpH#8¢ sind beim Menschen und beim Schaf

vergleichbar.

Ein weiterer Vorteil des Schafes als Modelltier ddss es nach der Operation die entsprechende
Extremitat frihzeitig belastet [94, 142], was dieildng positiv beeinflusst [128]. Zusatzlich
zeigt sich das Tier von der Fixateurversorgung decth Wundverschluss unbeeindruckt. So
kommt es weder vom Schaf selbst noch durch die édetd Manipulationen. Dies unterstitzt

eine komplikationslose Heilung.

Nachteilig erscheint lediglich die grol3e Regenerepotenz der Schaftibia im Vergleich zum
Menschen, jedoch kommt das ovine Regenerationstenhdem des Menschen am néachsten
[142].

Auch in der Literatur [26, 65, 76, 141, 142] diatds Schaf als Modelltier bei Studien zur
Knochenheilung. Die Ergebnisse, die am Tiermodeloben werden, mussen allerdings
abschliel3end durch klinische Studien bestatigt bzderlegt werden [94].
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsablauf

Zwolf zufallig ausgewahlte Schafe wurden randonnisiie zwei Gruppen eingeteilt. Die erste
Gruppe (Gruppe 1) bestand aus sechs Tieren undlteeimen rigiden Fixateur externe. Die
zweite Gruppe (Gruppe 2) umfasste ebenfalls sedbee Tund wurde mit einem kritischen

Fixateur externe versorgt.

An den Tieren wurde im diaphyséaren Bereich dertetimedialen Tibiakante eine Osteotomie
durchgefuhrt (Abb. 2). Aus dem entstandenen Osteietgpalt wurde das Frakturh&matom vier
Tage nach der Operation (OP) gewonnen. Die Schadsew eine Standzeit von insgesamt 14

Tagen auf.
¥ &p&
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histologische Aufarbeitung des Osteotomiegebietes *
immunhistochemische Aufarbeitung des Osteotomiegebietes **
Blut- und Hamato maufarbeitung***
Tag0  Tag4 Tag 14

Abb. 2: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsaéts.

* Herstellung der Schnittpréaparate und histologésEarbungen

** Herstellung der Parafinschnitte und immunhistestische Farbungen

*** RNA-Isolierung, Reverse Transkription-PCR, Sepantitative PCR und Real-time PCR

Vor dem Eingriff fand eine Blutentnahme statt (Al&). Dieses Blut sollte als Ausgangswert
dienen, um einen Vergleich zwischen der regulétfstdenen mRNA-Synthese im peripheren
Blut und der entsprechenden Expression der mRNAidam bildenen Frakturhamatom ziehen zu

kdnnen.

Die Proben, bestehend aus peripherem Blut und dtekiatom, wurden molekularbiologisch
auf die Expression folgender Faktoren hin untersugbne Morphogenetic Protein-2 (BMP-2),
BMP-4, BMP-7, Cysteine-rich Protein 61 (CYRG61), lym-inducible Factord (HIF-1a),
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), Interleukin-@IL-1), IL-6, Kollagen-Typ II (Coll II),
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Matrix Metalloproteinase-13 (MMP-13), Osteopont@RN), Platelet Derived Growth Factor-
BB (PDGF-BB), Transforming Growth Factfi-(TGF{1), Tumor Necrosis Factar-(TNF-o)
und Vascular Endothelial Growth Factogsd (VEGF-Asss). Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) diente als Referenzgen umdenatets mit untersucht.

Nach der 14-tagigen Standzeit wurden das Osteotiminiet und Teile des zuvor enthommenen

FrakturhAmatoms fir histologische und immunhistagkehe Analysen aufgearbeitet (Abb. 2).

3.2 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um zwd@tigge weibliche Merinomix-Schafe. Die
Tiere wiesen ein mittleres Alter von drei Jahrerfi and wogen im Durchschnitt 69,5 kg
(£ 9,5 kg) (Gruppe 1: 62,1 kg (= 5,4 kg) und Gru2p&7,0 kg (+ 6,4 kg)).

Die Schafe wurden in den Forschungseinrichtungenekperimentelle Medizin (FEM) der
Charité — Universitatsmedizin Berlin am Campus Raw-Klinikum gehalten und versorgt. Die
Genehmigung des Tierversuchvorhabens erteilte dasldsamt fur Gesundheit und Soziales,
Berlin am 25.11.2004 (Genehmigungsnummer: 0172-04).

Die Tiere wurden nach der Anlieferung durch den &eh (Schéaferei Bildt, Gutshof

Langerwisch, Langerwisch, Deutschland) auf ihreteguesundheitszustand hin Gberprift.

3.3 Fixateur externe

Der monolaterale rigide Fixateur externe (Abb. 3sdstand aus sechs Schanzschrauben
(@ 5 mm, Synthes, Bochum, Deutschland) und zweb&@stangen (J 10 mm, Synthes), die
untereinander mit  zwolf  Klemmbacker s,

V.
. Al
verbunden waren. Der Abstand zwischen d¢ "\

einzelnen Schrauben betrug 2,1 cm-3,4 cn

3 cm-3,4 cm-2,1 cm und die Distanz zwische

der Haut und der inneren Karbonstange war n

15 mm bemessen. Der monolaterale kritiscl

Fixateur externe (Abb. 3b) bestand ebenfalls a

sechs Schanzschrauben, die, an die Tit

montiert, den gleichen Abstand untereinand b =)
aufwiesen. Die Schrauben wurden Uber eing, s, Abb. 3b
Fixationsstange (@ 20 mm) mit Hilfe von zwefbb. 3: Schematische Darstellung des rigiden (a) und

. _des kritischen Fixateur externe (b), montiert ameei
Klemmplatten, einer oberen Klemme und eineschaftibia.
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unteren Gehause miteinander verbunden. Die Distasschen der Haut und der Stange betrug

20 mm.

Die in-vivo Messungen der interfragmentéaren Bewegungen ergaiiah(7. Tag post OP) fur
den rigiden Fixateur externe eine Rotation von,lelitfe Scherung von 0,7 mm und eine axiale
Kompression von 0,4 mm und fir den kritischen dRmation von 11,6°, eine Scherung von

9,5 mm und eine axiale Kompression von 2,5 mm.

Die Pinkanale wurden von proximal nach distal neibt dNummern 1 bis 6 benannt. Die Montage

beider Fixateure erfolgte auf identische Weise @ilegh der rechten Tibia.

3.4 Operatives Vorgehen

Sowohl die Narkose als auch die Operation erfolgteach einem im Centrum fur
Muskuloskeletale Chirurgie der Charité — Univetsitdedizin Berlin etablierten und

standardisierten Verfahren [65].

Die Versuchstiere wurden vor der Operation zwolfrsen nichtern gehalten und lediglich mit
Wasser versorgt. Als Vorbereitung erhielt jedes a®akinen vendsen Zugang in die Vena
cephalica antebrachii zur Applikation von 10 mgdfigntal-Natrium (Trapanal2,5 g, Altana
Pharma Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland) Kitogramm Korpergewicht. Im
Anschluss wurde das Tier unter Laryngoskopkontraieibiert und an ein Beatmungsgerat
angeschlossen. Die Beatmung erfolgte mit einem lusai-Lachgas-Sauerstoff-Gemisch.

Zeitgleich wurde das Operationsfeld (rechter Hiatg) enthaart und griindlich gereinigt.

Im Operationssaal wurde der rechte Hinterlauf giigRy mit Povidon-lod (Braun8| B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfizied danach der gesamte Korper des Tieres

unter Aussparung des Operationsbereiches steickogt.

Wahrend der Narkose wurden die Vitalparameter a@bai®s per EKG, Sauerstoffsattigung und
CO.-Expirationskonzentration kontrolliert. Die Atemfpgenz wurde, C@adaptiert bei einem
vorgegebenen exspiratorischen &Rartialdruck von etwa 38 mmHg, auf zehn bis zwolf

Atemzige pro Minute eingestellt.

Die Tiere erhielten vor der Operation 100 ml AmdifivClavulansaure (Augmentén.v. 2,2 g,
GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG, Minchen, Deutschlankditravents als Antibiotika-
Prophylaxe und wurden wéahrend des Eingriffes mit B0 plasmaisotoner Vollelektrolytldsung
versorgt. Unmittelbar vor dem Beginn der Operatimkam das Schaf einen Bolus von 5 ml
Fentanyldihydrogencitrat (Fentanyl-Jans$$6rb mg, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland)

als Analgetikum intravends appliziert.

-25 -



Mag und Methoden

Die Osteotomie erfolgte im diaphyséaren Bereich dechten medialen Tibiakante. Zur
standardisierten Montage des Fixateur externe @lieiie Schablone, die an den Malleolus
medialis angelegt, der Anatomie angepasst, ausdgetricnd manuell fixiert wurde. Mit Hilfe der
Schablone konnten kleine Hautinzisionen fur dietesga Schraubenpositionierung gesetzt
werden. In die Inzision durch die Schablonenéffnuwngde jeweils eine Bohrhilse direkt auf
das Periost der Tibia aufgesetzt. Diese Hilse eienim einen als Richtungsweiser fur die
Bohrung und zum anderen als Gewebeschutz vor ddrzeéfitwicklung. Mit einem
druckluftbetriebenen Spiralbohrer und unter Spilung 0,9%iger Natriumchlorid-Losung
(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, 8liand) wurden sechs Kanale in der
Tibia eroffnet, in die die Schanzschrauben mit mingandbohrfutter bikortikal eingedreht
wurden. Bei der Montage des rigiden Fixateur ex@emnurden die sechs Schrauben mit zwei
Karbonstangen und zwolf Klemmbacken untereinandst ¥Yerbunden. Bei der Montage des
kritischen Fixateur externe sorgte eine Fixaticasge, zwei Klemmplatten, eine obere Klemme
und ein unteres Gehause fiur die Schraubenverbinding geeigneter Abstandshalter
gewahrleistete eine standardisierte Distanz zwisales Haut und dem Fixateurkonstrukt von
15 mm (rigider Fixateur externe) bzw. 20 mm (kdkisr Fixateur externe).

Die Osteotomie wurde so durchgefuhrt, dass dresdehs Schanzschrauben proximal und drei
distal des Osteotomiespaltes lagen. Uber eine Skgel®ne konnte die exakte Stelle durch eine
Inzision der Haut und des Periost markiert werd®&e. Tibia wurde nun von dem umliegenden
Muskel- und Weichteilgewebe durch stumpfes Prapamiéreigelegt. Zwei Homannhaken unter
dem Knochen schitzten dieses Gewebe wéhrend dept@siie zusatzlich. Die Osteotomie
wurde mit einem oszillierenden, druckluftbetriebeiBgigeblatt und unter Spulung durchgefiuhrt.

Abb. 4: Fertig montierter rigider
Fixateur externe mit Blick auf das frisch
eingeblutete Osteotomiehamatom (Pfeil).

-26-



Mag und Methoden

Nach der vollstandigen Durchtrennung der Tibia wardlie distal des Bruches gelegenen
Klemmbacken bzw. die Klemmplatte gelockert. Estidigie Distraktion der Knochenenden und
die Einstellung des Osteotomiespaltes lber einestalbishalter mit einer definierten Breite von
3 mm (Abb. 4). Die Klemmbacken bzw. die Klemmplatterden wieder festgezogen, die

Wunde genaht und das Bein mit dem Fixateur exteterd bandagiert.

An die Operation schloss sich eine Roéntgenkontroké 73 kV und 2,5 mAs mit cranio-
caudalem Strahlengang und die Gabe von 2 ml Fiwhtéglumin (Finadyn® RP, Essex
Pharma GmbH, Minchen, Deutschland) subkutan algganlkaum an.

3.5 Nachsorge

Die postoperative Wundversorgung bestand in eirdglichen
Wundkontrolle, bei der die Eintrittspforten der Sohschrauben
und der Nahtbereich gereinigt und mit Ethacridida¢Rivanof,

Riedel-de Haén AG, Seelze, Deutschland) gespultdevur Im
Anschluss erfolgte eine Neuanlage des Verbandes. $zhafe
erhielten bis einschlie3lich finf Tage nach der i@pen 2 ml
Finadyn€ subkutan als Schmerzprophylaxe.

Rontgenaufnahmen (Abb. 5) mit cranio-caudalem $rajang

dienten der Dokumentation des klinischen Verlaufder Abb. 5: Réntgenaufnahme

Frakturheilung und wurden wochentlich durchgefihrt. eines Tieres mit rigider
Fixateurversorgung post OP.

3.6 Blutgewinnung

Direkt vor dem Engriff wurde den Schafen eine Bltahe mit einem Volumen von 5 ml
entnommen. Als Punktionsstelle diente die Vena akgd antebrachii. Das Blut wurde
physiologisch zur Gerinnung gebracht und durch Begeaon 10 pl/mg Probe an RNAlater
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) stabilisierte Dagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

3.7 Hamatomgewinnung
Fur die Hamatomgewinnung am vierten postoperativiery wurden die Schafe erneut
narkotisiert und fiir eine Operation vorbereitet.

Die Probenentnahme begann mit der Eréffnung dertriddate. Das sich im Osteotomiespalt
befindliche Hamatom (Abb. 6) wurde mit Hilfe ein@inzette und einer Préparierschere

entnommen und in 0,9%iger Natriumchlorid-Losung gsehen. Im Anschluss kam das
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Blutgerinnsel in ein 50 ml-Sammelréhrchen, das 10itul/mg Probe RNAlater gefillt war. Die

Gewebeproben wurden in flissigem Stickstoff schefikgen und bei -80°C gelagert.

Abb. 6: Teil eines entnommenen vier Tage
alten Hamatomes (Pfeil) bei einem Tier mit
kritischer Fixateurversorgung.

Die Wundrander im Osteotomiegebiet wurden mit deipBrierschere angefrischt und erneut

vernaht. Der Hinterlauf erhielt zum Abschluss dee€ation einen sterilen Verband.

3.8 Totung

Zur Totung wurde den Schafen ein vendser ZugangiadnvVena cephalica antebrachii gelegt.
Uber diesen Zugang erhielten die Tiere 2,5 g TrafSaauf 50 ml. Zusatzlich wurde 100 ml 1M-
Kaliumchlorid-Losung (Fresenius Kabi Deutschland listh verabreicht. Nach der Feststellung
des Herzstillstandes durch Auskultation wurde @ehte Tibia mit dem montierten Fixateur
externe abgesetzt und fir drei Tage in einer Rixigslosung aufbewahrt. Ein Liter dieser
Ldosung beinhaltete 324 ml 36%iges Formaldehyd (Mdf&GaA, Darmstadt, Deutschland),
540 ml 100%igen Alkohol (Herbeta-Arzneimittel, Berl Deutschland), 130 ml Barbital-
Natrium-Puffer (0,1 molar, pH 7,4; Apotheke ChariBerlin, Deutschland) und 6 g Glucose
(Merck KGaA).

3.9 Sagen

Nach der dreitdgigen Fixierung wurden mit Hilfe egilbiamant-Bandsége, die eine Bandstarke
von 1 mm aufwies, (Exakt Apparatebau GmbH, NoreéeitstDeutschland) Knochenscheiben aus

der Tibia herausgeschnitten.

Zuerst wurde der Knochen durch einen transversaddmitt distal des Pinkanals 3 zerteilt. Der

dabei entstandene distale Teil des Knochens wuwde der Zwinge fixiert, dass der nachste
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Schnitt mittig durch den Markraum bis zum nachd®amkanal (Pinkanal 4) verlief. Auf diese
Weise erfolgte ein frontaler Schnitt in der Tibia@achse. AnschlielRend wurden vier 3 mm
breite Scheiben in anteriorer bzw. posteriorer Ricf gesagt (Abb. 7), die durch einen weiteren

transversalen Schnitt durch den Pinkanal 4 abgesetzlen.

anterior

S3
S2
Mittellinie medial lateral Abb. 7: Sdgeschema der Tibia
S1 fur die Scheiben S1 bis S4 in
—————————— der Querachse von proximal
S4 nach distal blickend.

Die schraffierten Randstiicke
wurden verworfen.

---------- N4

posterior

Die gewonnenen Knochenscheiben (Abb. 8) erhiekareils zur Orientierung medial proximal
eine Markierung. Die Praparate wurden drei Tage eanném Laborschiittler (HS 501 digital,
IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) nadhfix

Abb. 8: Sagepraparat S1 eines Tieres mit kritisch
Fixateurversorgung.
Das sich neu gebildete Hamatom (weil3er Pfeil) uied {
Markierung (schwarzer Pfeil) sind deutlich zu enemn.

3.10 Molekularbiologie

Alle molekularbiologischen Arbeiten erfolgten unt€erwendung von Einweghandschuhen

sowie sterilen Sammelréhrchen und Pipettenspitzen.

3.10.1 RNA-Isolierung

Die Ribonukleinsaure (RNA) wurde aus den GewebegrofiHamatom und peripheres Blut)
unter Zuhilfenahme eines RNe&sylaxi Kit (Qiagen GmbH) isoliert. Das Kit selbsttae sich

aus zwolf 50 ml-Sammelréhrchen, zwolf Filtersduteit einer Silica-Gel-Membran in 50 ml-
Sammelréhrchen, 220 ml RLT-Puffer, 220 ml RW1-Pyftés ml RPE-Puffer und 50 ml RNase

-29 -



Mag und Methoden

freiem Wasser zusammen. Vor der Verwendung des Kwsde dem RLTPuffer
2-MercaptoethanolB(ME; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutseld) in einem
Verhéltnis von 100:1 hinzugefiigt und der RPE-Pufiér220 ml 96%igen Ethanol aufgefillt.

Fur die Isolierung (Abb. 9) wurde 1 g Gewebe in rhb Stabilisierung
RLT-Puffer +B-ME bei 19.000 1/min fir 60 Sekunden mi DR
Hilfe des Ultra TurraX T?° Basic (IKA® Werke GmbH & "
Co. KG) homogenisiert. Der RLT-Puffer hat die
Eigenschaft, Zellmembranen zu zerstéren uffeME

verhindert die Bildung von Disulfidbriicken zwischel

lysieren, homogenisieren
und Ethanolzugabe

freigesetzten Proteinen. Eine anschlieRende zetiriggen
Zentrifugation (Jouan GR 412 Zentrifuge, Jouan Gmb
Hessen, Deutschland) bei 4500 x g und 0°C liefeien

Gesamt - RNA bindet

klaren Uberstand, der in ein 50 ml-Sammelr6hrch
uberfiihrt wurde. Dieser Uberstand wurde mit 15 r o
70%igem Ethanol versetzt, gemischt, auf eine Kitele
aufgetragen und finf Minuten zentrifugiert. Diei&ltGel- N
Membran der Filtersaule beinhaltete nach diese
Arbeitschritt Desoxyribonukleinsaure (DNA), Nukleas
Proteine, RNA und Salze aus der Gewebeprobe. Dgalz

des RW1-Puffers (15 ml) und finfminttiger Zentridtign,  civicren

sowie des RPE-Puffers (10 ml) und zweiminitige

= 3 =003 Gl - & D0 |

Zentrifugation fuhrte zur S&uberung der Membrane S #a

enthielt am Ende der Prozedur ausschlieBlich RNA: Zém_lsg(;liesrﬁﬂgma?;%*:ﬁﬁzfgo'gﬁacdhe:r
Trocknung der Membran wurden 10 ml RPE-PufféiNeasy® Midi/Maxi Handbook).
hinzugegeben und zehn Minuten zentrifugiert. DigeF8aule wurde im Anschluss in ein neues
50 ml-Sammelréhrchen gegeben und die Membran nfit fHORNase freiem Wasser benetzt.
Eine einminltige Inkubation bei Raumtemperatur (RWt anschlieBender dreiminatiger
Zentrifugation folgte. Auf diese Weise wurde die RMus der Membran gelost. Um eine
maoglichst hohe RNA-Konzentration zu erhalten, wudge Vorgang mit demselben Volumen

zweimal wiederholt. Die Aufbewahrung der RNA erfigldpei -80°C.

3.10.2 Photometrische Messung

Im Anschluss an die RNA-Isolierung erfolgte einef@metrische Konzentrationsmessung, um

die gewonnene Menge an RNA zu bestimmen. Das Abeogmaximum lag bei einer
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Wellenlange von 260 nm. Das Photometer (GeneQuUaRINI/DNA Calculator, Pharmacia
Biotech GmbH,Freiburg, Deutschland) wurde anfangs mit Hilfe vb®0 pl RNase freiem
Wasser auf einen Nullwert kalibriert. Es folgte dlessung der RNA-Konzentration in 100 pl
Probe. Zusatzlich wurde noch auf das VerhaltnisAtesorptionswerte bei 260 nm und 280 nm
(Ratio) geachtet. Dies erlaubte eine Aussage Uligjliame Verunreinigungen der RNA-Probe
mit Proteinen. Der Reinheitsgrad sollte bei alleobén zwischen 1,5 und 1,8 liegen.

3.10.3 Reverse Transkription-Polymeraseketteicak

Auf die photometrische Messung der Konzentrationgtéo die Reverse Transkription-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR), eine Synthesekemplementarer DNA (cDNA) aus der
gewonnenen RNA.

Bei durchschnittlich 2% der gesamten RNA handefiels um Messenger-RNA (mRNA). Diese
besitzt eine Poly-A-Sequenz, das heil3t, sie wedtrnals 50 Adenylreste am 3’-OH-Ende auf.
Mit Hilfe von Random-Primern, bestehend aus ThymiBasen, bildet sich ein Primer-
Annealing an dieser Poly-A-Sequenz aus. Hierfurdsaretwa 80 ng bzw. maximal 8 pl RNA
mit 1 pl eines 10 mM dNTP-Mixes (Invitrogen GmbHarsruhe, Deutschland), 1 pl Random-
Primer (Invitrogen GmbH) und Wasser (Aqua ad irdbdia Braun, B. Braun Melsungen AG)
versetzt, um ein Gesamtvolumen von 10 pl zu enhalbeeser Ansatz wurde funf Sekunden
zentrifugiert (Spectrafuge™ Mini Centrifuge, Labmheternational, Inc, Woodbridge, USA) und
in einem Thermocycler (MastercyclerEppendorf AG, Hamburg, Deutschland) fiinf Minuten
bei 65°C inkubiert. Es folgte eine Kiuhlung auf H3em Ansatz wurden 4 pl M-MLV 5x
Reaktionspuffer (Promega GmbH, Mannheim, Deutsch)latt pul RNase-Inhibitor (40U/ul,
Promega GmbH) und 4,5 ul Wasser (Aqua ad iniecdalidraun) hinzugefugt, erneut
zentrifugiert und zwei Minuten bei 42°C inkubidrh Anschluss wurde 1 pl M-MLV RT (H-)
(200 U/ul; Promega GmbH), eine Reverse Transkmptainzupipettiert, der Ansatz
zentrifugiert und 50 Minuten bei 42°C inkubiert. DBnzym Reverse Transkriptase erkennt
Annealing-Primer, bindet an diese und schreibtRINA-Einzelstrange in cDNA-Doppelstrange
um. Nach 50 Minuten wurde der Ansatz 15 Minuten BBPC inkubiert, was zu einer
Denaturierung der Proteine fuhrte. AbschlieRenddeuder Ansatz auf Eis abgekihlt, 1 pl
RNase-H (250 U/ul, Promega GmbH) hinzugegeben in¥iauten bei 37°C inkubiert. Dies
gewéhrleistete den Verdau der restlichen RNA, dile soch in der Probe befand. Mit Hilfe der

RT-PCR wurden 21,5 pl reine cDNA gewonnen, die-b@tC gelagert wurden.
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3.10.4 Semiquantitative PCR

Die gewonnene cDNA diente als Ausgangsmaterial (lata) flur eine qualitative Beurteilung
der mRNA-Synthese des Referenzgenes GAPDH.

Fur diese Beurteilung wurden die Gensequenzen ImitEendpunkt-PCR exponentiell
vervielfacht (amplifiziert). Die PCR setzt sich amsehreren Zyklen zusammen. Ein solcher
Zyklus beinhaltet stets einen Denaturierungsschrétinen Annealingschritt und einen
Elongationsschritt. Die Denaturierung gewahrlejstietss sich die doppelstrangige Template-
DNA in zwei Einzelstrange trennt, indem die Wassdfisriickenbindungen der Basenpaare
geldst werden. Im Annealingschritt lagern sich ifmetschuss vorhandene Oligonucleotidprimer
an den komplementaren DNA-Abschnitten des entspretdn Genes an. Wahrend der
Elongation bindet das Enzym Taqg-Polymerase an dimmeP und vervollstandigt den DNA-
Einzelstrang zu einem Doppelstrang, welcher depriurglichen Template-DNA exakt gleicht.
Somit kommt es pro Zyklus theoretisch zu einer \dppklung des Ausgangsmaterials.

Zusatzlich wurde mit Hilfe der semiquantitativenR€ine Primerselektionierung durchgefihrt.
Fur jeden zu untersuchenden Parameter existierten Rrimer. Die Primerkombination
(Tabelle 1) mit der hdchsten Effizienz (intensivB@nde) wurde fir die folgenden Analysen
verwendet. Die eigentliche PCR begann mit der ld#ustg eines Reaktionsansatzes. Pro
Template wurden 12 pl Wasser (Aqua ad iniectaldliaun), 2 ul 10 x HotMaster Taq Puffer
inkl. 25 mM MgCI (Eppendorf AG), 2 ul dNTP-Mix (2 Mt Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland), 0,5 ul Primer forward (for) (Tib Mab Syntheselabor GmbH, Berlin,
Deutschland), 0,5 pl Primer reverse (rev) (Tib MalbSyntheselabor GmbH) und 1 pl
HotMaster Taq Polymerase (0,5 U; Eppendorf AG) kightAls Ausgangsmaterial diente die
umgeschriebene cDNA in einer Verdinnung von 1:18r Beaktionsansatz wurde mit 2l
Template versetzt und in einen Thermocycler (Maytder®, Eppendorf AG) gegeben. Fiir
jeden verwendeten Primer wurde zur Kontrolle eimgdivprobe, ohne Zugabe von Template,

mitgefuhrt.

Das PCR-Programm setzte sich aus einer initialemaideierung von drei Minuten bei 94°C und
37 Zyklen zusammen. Ein solcher Zyklus bestandemer Denaturierung von 30 Sekunden bei
94°C, einem Annealing von 40 Sekunden bei 61°Cainer Elongation von 30 Sekunden bei
72°C. Final erfolgte eine Elongation von zehn Mamutbei 72°C. AnschlieRend kihlte das

Programm auf 4°C hinunter.
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Primer mit zusatzlichgormationen tiber Genlokalisation, GengroRe
und Primersequenz.

BMP-2 for | AF508028 203 CTTTGCACCAAGATGAGC

BMP-2 rev CGCAACGATCCAGTCATT

BMP-4 for | AF508312 121 TTCCACCACGAAGAACATCT
BMP-4 rev GTCGAAGCTCGGCAGAC

BMP-7 for | AF508311 101 CCAACGTCGCAGAAAACA

BMP-7 rev GATGATCCAGTCCTGCCA

Coll Il for 81 GCCAACGTCCAGATGACC

Coll Il rev AATGCTGTTCTTGCAGTGGTAGG
CYR61 for 195 TCTTTACACCCCTTCTTCACATGG
CYR61 rev CCCTTTTTCAGGCTGCTGTAC
GAPDH for | AF030943 95 CAAGGTCATCCATGACCACTTT
GAPDH rev CGGGGGCCATCCACA

HIF-1a for | AF233078 160 TGGATTGAAGATGAAATGAAGGCA
HIF-1a rev CTGTGTCCAGTTAGTTCAAACTGAGT
IGF-1 for | M31736 159 CCCAAGGCTCAGAAGGAAGTA
IGF-1 rev TCTTCTGGTGTTGAACAGGTAA
IL-1 for | X56972 96 TTGGGTATCAGGGACAAGAATCT
IL-1 rev GGGGTAGACTTTGGGGTCTACTT
IL-6 for | X68723 127 ATCTGGGTTCAATCAGGCGA

IL-6 rev GCTCTGCAACTCCATGACAGTT
MMP-13 for | AF267157 144 GAGCACCCTTCCCATGACC
MMP-13 rev AAGGGCTGCACTGATCTTTTTAA
OPN for | AF152416 103 GCTCTGAGGAAAAGCAGCTTAA
OPN rev GAATTCTGGGGTTCTAGGAAAGT
PDGF-BB for | X97123 122 TGCATGGAGACTCCTTAGATGA
PDGF-BB rev GACCGTTGGGGAACCTAG

TGF$, for | X76916 91 CAAGGGCTACCACGCCAAT
TGF$, rev GTTGTACAGGGCCAGGACCT
TNF-a for | AY289202 100 GGCAGGTCTACTTTGGGATCA
TNF-o rev GATGAGGAGGGTCTGAAGGAGTAAAT
VEGF-Ass4 for | AF071015 91 GTTCAACATCACCATGCAGATT
VEGF-Ass4 rev TTCACATTTGTTATGCTGTAGGAA

3.10.5 Gelelektrophorese

Das Ergebnis der Amplifizierung wurde im Anschlus® die semiquantitative PCR
elektrophoretisch aufgetrennt. Hierbei stellen sighDNA-Fragmente ihrer GréRe (Anzahl der
Basenpaare) entsprechend als Bande dar.

Fur die Gelelektrophorese diente ein 2%iges Agatsieauf Tris-Acetat-EDTA-Puffer-Basis
(1 x TAE). Der zuvor geschmolzenen Agarose (Ultiare™ Agarose, Life Technologies,
Paisley, Schottland) wurde Ethidiumbromid (EtBr; ile KGaA) in einem Verhaltnis von
0,05 pl/ml hinzugefugt, um die DNA im Gel spatechtbar zu machen. Zur Erhéhung der
Dichte der DNA-L6sung wurde das PCR-Produkt miteginglycinhaltigen Probenpuffer mit
Farbstoffzusatz (Blue/Orange 6 x Loading Dye; Pgan&mbH) in einem Verhaltnis von 5:1
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versetzt. 11 ul der Probe wurden in eine Geltapgbettiert. Zusatzlich wurde jeweils die erste
Tasche eines Agarose-Geles mit einem GroRenmasket00 bp), bestehend aus 6 ul PCR
Marker (Promega GmbH) und 2 pl Blue/Orange 6 x luogdye befullt.

An eine Elektrophoresekammer, die mit dem Gel undTIAE bestiickt war, wurden 80 Volt
angelegt. Nach etwa 45 Minuten waren die DNA-Fragmeufgetrennt. Das Gel konnte unter
UV-Licht (Eagle Eye™ II, Stratagefie€urope, Amsterdam, Niederlande) visualisiert uigital
fotografiert werden.

3.10.6 Real-time PCR

Die gewonnene cDNA diente ebenfalls als Ausgangsmaaftr die Real-time PCR. Es wurden
ausgewahlte Zytokine (IL-1, IL-6, TGPFr und TNFe), Wachstumsfaktoren (BMP-2, BMP-4,
BMP-7, IGF-1, PDGF-BB und VEGF-A, (schafspezifische Variante des humanen VEGF-
Aie5), extrazellulare Matrixproteine (Coll 1l, CYR61nd OPN), Transkriptionsfaktoren
(HIF-10) und eine matrixdegradierende Protease (MMP-13Jein Gewebeproben untersucht.
Als Referenzgen diente GAPDH. Im Vergleich zur Bmig-PCR sind bei dieser Methode
Aussagen uber die Ausgangs-DNA-Verhdltnisse bzviNAR/erhaltnisse in den Proben zum

Entnahmezeitpunkt mdglich.

FUr einen Reaktionsansatz wurden 12,5 pl eines Eupermixes (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland), bestehend aus 100 mM KCImA0 Tris-HCI (pH 8,4), 1,6 mM
dNTPs, iTaqg DNA Polymerase (50 U/ml), 6 mM MgQind Stabilisatoren, mit jeweils 0,5 pl
Primer for und Primer rev (Tib Molbiol Syntheselalé&mbH), 1 pl Absolute™ Max QRT-PCR
Syb® Green Fluorescein Mix (100 x 50 ul; Abgene Incantburg, Deutschland) und 9,5 pl
Wasser (Agua ad iniectabilia Braun) vermischt. Basatz wurde mit je 2 ul des entsprechen-
den Templates in einer Verdinnung von 1:10 in 8woch-Platte (Abgene Inc.) pipettiert und
mit Ultra Clear Cap Strips (Abgene Inc.) verschimssDie Platte wurde nach Zentrifugation
(Universal 32 R, Hettich Zentrifugen GmbH & Co. KQuttlingen, Deutschland) fir
30 Sekunden bei 60 x g und 20°C in ein iCycler-8ys{Bio-Rad Laboratories Gmblgegeben.
Hier erfolgte die Amplifizierung mit einer initialBenaturierung von viereinhalb Minuten bei
95°C und 32 Zyklen. Ein Zyklus beinhaltete eine &anerung von 30 Sekunden bei 95°C, ein
Annealing von 30 Sekunden bei 62°C und eine Elomgaion 30 Sekunden bei 72°C.

Um eine Kontamination mit Fremd-DNA auszuschlie3eumde fir jeden Primer zusatzlich eine
Negativkontrolle, ohne Zugabe von Template, durfiifye Zusatzlich erfolgte fir jeden Primer

eine Dreifachbestimmung, damit die Reproduziertitgesichert war.
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Sybr-Green, ein Fluoreszenzfarbstoff, lagerte siobpezifisch in die Doppelstrang-DNA ein.
Dadurch kam es bei fortschreitender PCR-Reaktiogizem Fluoreszenzanstieg. Dieser Anstieg
konnte gemessen und somit die Expression der Kataithktoren bestimmt werden. Die
Quantifizierung der PCR basierte auf der BerechrdegyFluoreszenz-Schwellenwertes, dem so
genannten Threshold Cycle (Ct-Wert). Der Ct-Wetspncht jenem PCR-Zyklus, bei dem der
Fluoreszenzanstieg exponentiell erfolgt.

Fur die Auswertung wurde die Methode der relativ@mantifizierung von Genexpressionen
genutzt. Fur jede untersuchte Probe erfolgte eirmemidlisierung durch Subtraktion des
Ct-Wertes des Referenzgenes von dem Ct-Wert desligen Zielgenes, mit demCt-Wert als
Ergebnis. Zusatzlich wurde fur das jeweilige Zielggn KalibratorACt-Wert ermittelt. Dieser
entsprach dem Medianwert fir das Gen in den Hamataimter rigider Versorgung. Zusatzlich
wurde dieser Kalibrator-Wert als 1 definiert. Diéff€renz aus denh\Ct-Wert der Probe und
demACt-Wert des Kalibrators bildete negativiert den &x@nten zur Basis zwei nach folgender
arithmetischer Formel: ¢V [79]. Mit Hilfe dieser Berechnung konnten die Ustehiede in der

Genexpression zwischen den Proben dargestellt werde
3.11  Histologie

3.11.1 Entwasserung und Einbettung

Die Knochenpraparate mit der Scheibenbezeichnungirisil Tabelle 2: Protokoll fur die
_ _ ) ) histologische Entwasserung.
S3 dienten den histologischen Auswertungen. Hiarflussten

die Praparate entwassert werden. Zuerst wurderPeen [“Eihanol 70%ig 7
30 Minuten unter flieBendem Wasser formalinfrei geehen ["Ethanol 80%ig 7
und anschlieBend nach einem festen Schema (Tabelle | Ethanol 80%ig 7
aufsteigenden Ethanolkonzentrationen eingelegt. [ig | Ethanol 96%ig 7
optimale Ethanol 96%ig 7
Infiltration des Alkohols erfolgte die Entwasseruthgy Proben | Ethanol 100%ig 7
auf dem Laborschuttler. Im Anschluss wurden d|eEthanol 100%ig 7
Knochenpraparate zur Entfettung vier Stunden in oKyll Ethanol 100%ig 7

(Mallinckrodt Baker Inc., Griesheim, Deutaschlagd)egt.

Fir die folgenden Arbeitsschritte der Praparatdinbg wurde Technovit9100 NEU (Heraeus
Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim/Ts., Deutschlandywendet. Es handelt sich um ein Set,

bestehend aus finf Einzelkomponenten. Die Basisjsunusste vor dem Gebrauch
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entstabilisiert werden. Hierfur durchlief sie ein@t 50 g Aluminiumoxid (Merck KGaA)

befillte Chromatographiesaule.

Nachdem die Knochenpraparate aus dem Xylol genomvoetien, erfolgte eine Uberfiihrung in
Prainfiltrationslosung. Diese bestand aus 200 rdtehilisierter Basislosung und 1 g Harter 1.
Die Praparate wurden eine Woche auf dem Schittilseavahrt, bevor sie sieben Tage in
Infiltrationslésung kamen. Hierfiir wurden 20 g Rarlwnd 1g Harter 1 mit der entstabilisierten
Basislosung auf 250 ml aufgeflllt. Die Aufbewahrutey Praparate umfasste ebenfalls sieben

Tage und erfolgte im Kuhlschrank.

FUr das Einbetten mussten zwei Stammlésungen (Stssunmg A und Stammlésung B)
hergestellt werden. Stammlésung A bestand ausR@\ger und 3 g Harter 1, die auf 500 ml mit
der entstabilisierten Basislésung aufgefullt wur@@mmldsung B setzte sich aus 4 ml Harter 2,
2 ml Regler und 44 ml entstabilisierter Losung nuseen. Das eigentliche Polymerisations-
gemisch beinhaltete neun Volumenanteile der Stasumig A und einen Volumenanteil der

Stammldsung B.

Eine Einbettform wurde mit dem Polymerisationsg@mibefullt und das Knochenpraparat mit
der Markierung nach unten hineingelegt. Die Formrdeuluftdicht verschlossen und zur

Polymerisation fir etwa 48 Stunden auf Eis gestellt

3.11.2 Vorbereitung der Schnittpraparate

Um die Kunststoffblocke optimal im Hartschnittmiknan positionieren zu kénnen, wurden die
auspolymerisierten Praparate mit TechribvB040 (Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG)
aufgebockt. Die entstandenen Plastikblécke wurdethnder Polymerisation auf der
Handschleifmaschine Phoenix 3000 (Jean Wirtz Gmb8a& KG, Dusseldorf, Deutschland) so

angeschliffen, dass die gegenuberliegenden Sedgiietigd zueinander standen.

3.11.3 Herstellung der Schnittpraparate

Mit Hilfe einer Wasserwaage wurde der Kunststoffklso in das Mikrotom (Lei¢aSM 25008,
Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deldésa) eingespannt, dass die
Schnittebene waagerecht zum Messer (16 cm, 40°Elag Schneideflissigkeit, bestehend aus
entmineralisiertem Wasser und Seifenlauge, dienédrend des Schneidevorganges dem
Benetzen des Blockes und des Messers. Es wurdem @ligke Schnitte aus drei Ebenen
gewonnen und auf Objekttrager (Paul Marienfeld Gm&HCo. KG, Lauda-Kdnigshafen,
Deutschland) gezogen. Die entstandenen Schnittdemumit einer Streckflissigkeit, bestehend
aus 30 ml 2-Butoxyethyl-Acetat (Merck KGaA) und ) 70%igem Ethanol, beschichtet. Mit
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Hilfe einer Kisolfolie (Kettenbach GmbH & Co. KG,séhenburg, Deutschland) wurden die
Praparate gestreckt und mit Filterpapier (Whatnizagsel, Deutschland) bedeckt. Die Schnitte
wurden abschliel3end unter Schraubzwingendruck é48dsh in einem Warmeschrank bei 60°C

zum Trocknen aufbewahrt. Im Anschluss an die Traokrerfolgte die eigentliche Farbung.

3.11.4 Histologische Farbungen

Ausgewahlte Schnittpraparate wurden zundchst dteima@abelle 3:Protokoll fiir die Rehydrierung.

30 Minuten in 2-Methoxyethylacetat (MEA; Merck KG)aA_

entplastet und in einer absteigenden Alkoholreihe Xylol 10
(Tabelle 3) rehydriert. Xylol 10

Ethanol 100%ig 2
3.11.4.1 Masson-Goldner-Trichomfarbung (MGT) Ethanol 100%ig 2
Bei der MGT-Farbung handelt es sich um eirfjeEthanol 96%ig 2
Ubersichtsfarbung. Die entplasteten und rehydrerte Ethanol 80%ig 2
Praparate wurden fur die Kernfarbung zwei Minuten Ethanol 70%ig 2
Weigerts Eisenhamatoxylin, bestehend aus Weigelts Adqua dest. 0

Eisenhamatoxylin A und B (Waldeck GmbH & Co Divisi€hroma, Minster, Deutschland) im
Mischungsverhaltnis 1:1, gegeben und unter flieBendVasser zehn Minuten gespult. Sie
wurden anschliel3end funf Minuten in Saurefuchsindeau (Waldeck GmbH & Co Division
Chroma) gefarbt. Es folgte eine Spulung in 1%igssigsaure (Herbeta-Arzneimittel) und eine
15-mindtige Differenzierung in Phosphormolybdénsa@range G, bestehend aus 50 g
Phosphormolybdansaure (Merck KGaA), 20 g Orange Mg&r¢k KGaA) und 1000 ml
entmineralisiertem Wasser. Die Schnitte wurden ssigsaure gespult und zehn Minuten in
Lichtgrin, bestehend aus 2 g Lichtgrin (Waldeck @n8bCo Division Chroma), 2 ml Eisessig
(Herbeta-Arzneimittel) und 1000 ml entmineraliséent Wasser, gegengefarbt. Nach erneuter
Spulung in Essigsaure schloss sich eine dreiméigesdsserung in absolutem Alkohol an. Die
Praparate wurden zweimal fiinf Minuten in Xylol ettét, um mit Vitroclu8 (Langenbrink,
Emmerdingen, Deutschland) eingedeckelt werden nmdid. Die MGT-Farbung stellt Zellkerne
braun-schwarz, Zytoplasma ziegelrot, Erythrozyteangegelb, Bindegewebe griin, Osteoid rot,

mineralisiertes Knochengewebe leuchtend griin unchlides Knochengewebe hellgrin dar.

3.11.4.2 Safranin Orange/von Kossa-Farbung

Diese Farbung diente der Darstellung von minemtism Gewebe. Die entplasteten und

rehydrierten Praparate wurden funf Minuten in 3%igéssriger Silbernitratlésung, bestehend
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aus 30 g Silbernitrat (Merck KGaA) und 1000 ml emnalisiertem Wasser, gegeben und in
entmineralisiertem Wasser gespult. Es folgte eimeeiminitige Reduktion in Natrium-
Formaldehydlésung, bestehend aus 50 g Natriumkatkdferck KGaA), 250 ml Formaldehyd
(Merck KGaA) und 750 ml entmineralisiertem Was$ie Schnitte wurden zehn Minuten unter
flieRendem Wasser gewaschen und funf Minuten ingg%oiNatriumthiosulfat, bestehend aus
50 g Natriumthiosulfat (Merck KGaA) und 1000 ml mexmeralisiertem Wasser, gegeben.
Danach wurden sie erneut zehn Minuten gewassednimineralisiertem Wasser gespult und
acht Minuten in Safranin Orange, bestehend aus Bafganin Orange (Merck KGaA) und
1000 ml entmineralisiertem Wasser, gefarbt. Digo&rdte wurden in entmineralisiertem Wasser
gespdlt, jeweils zwei Minuten zweimal in 96%igenk&hol und zweimal in absolutem Alkohol
entwassert, zweimal funf Minuten in Xylol entfettend mit Vitroclu® eingedeckelt. Die
Safranin Orange/von Kossa-Farbung stellt minestish Knorpel und Knochen schwarz und

nicht-mineralisierten Knorpel und Bindegewebe rart.d

3.11.4.3 Safranin Orange/Lichtgriin-Farbung

Diese Farbung diente der Darstellung von Knorpetdmv Die entplasteten und rehydrierten
Préaparate wurden acht Minuten in Safranin Orandi&lge in entmineralisiertem Wasser gespuilt
und zehn Minuten in Pikrinsaure (Riedel-de Haén A€Jeben. Es folgte eine erneute Spilung
in entmineralisiertem Wasser und danach in 1%igssigsaure. Die Schnitte wurden acht
Minuten in Lichtgriin gegeben, wieder in Essigsaespult, dreimal zwei Minuten in absolutem
Alkohol entwassert und zweimal finf Minuten in Xlykentfettet. Im Anschluss an die Farbung
wurden die Schnitte mit Vitroclfdeingedeckelt. Die Safranin Orange/Lichtgriin-Fagbstellt
nicht-mineralisierten Knorpel rot und Knochen, nmaisierten Knorpel und Bindegewebe grin

dar.

3.11.5 Histologische Auswertung

Um eine Quantifizierung der durch Hamatomentnahimehage nach der Osteotomie bedingten
Veranderungen in der Kallusgewebeentwicklung zeienen, wurden strukturelle Parameter,
wie Gesamtkallusflache, Gesamtflache mineralisiekirochens und Gesamtbindegewebeflache

gemessen.

Fur die Auswertung in der computergestitzten Bitdigse dienten die Safranin Orange/von
Kossa gefarbten Schnitte. Zusatzlich wurden auehMibvat-Pentachrom gefarbten Préparate
(siehe Immunhistochemie) zur Bestimmung der BeZagsén fur die Vaskularisierung des

Kallusgewebes der Bildanalyse zugefuhrt. Die Prteawurden hierfr auf einen Leuchttisch
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(Kaiser prolite basic, Kaiser Fototechnik GmbH & KG, Buchen, Deutschland) gelegt und mit
einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 990, Nikon GmbHyusseldorf, Deutschland) so
fotografiert, dass die VergroRerung maoglichst haok scharf war. Zur spateren Kalibrierung

erschien auf jedem Foto ein Lineal als Mal3stab.

Fur die Erhebung der gewlinschten Parameter dientdenutzerdefiniertes Makro, ein den
Messzwecken angepasstes Computerprogramm. Hiermevder Safranin Orange/von Kossa
bzw. Movat-Pentachrom gefarbte Schnitt eines Tievemn Programm geladen, und der
Anwender folgte danach Schritt fur Schritt den Amsumagen des Makros. Zunachst wurde das
System kalibriert und der Durchmesser des Gesalmskahd des kndchernen Kallus bestimmt.
Mit Hilfe des Durchmessers des Gesamtkallus, d#r isi der Querachse des Osteotomiespaltes
befand, wurde eine Region of Interest (ROI) definiend im digitalen Bild festgehalten. Die
ROI betrug in der Hohe 12 mm, je 6 mm proximal wlstal von der Spaltmitte aus gesehen.
Die Breite wurde individuell bei jedem Tier durche dGesamtkallusbreite bestimmt. Alle

weiteren Messungen des Makros erfolgten innerhiakbed definierten ROI.

Zusatzlich wurden die Grenzen zwischen medialem latekalem Bereich sowie zwischen
periostalem und endostalem Bereich festgelegt. Bagagaben sich weitere Unterteilungen der
ROI, um spater auch einen differenzierteren Bliok lzestimmte Bereiche, wie z.B. periostal-

medial zu werfen.

Anfangs wurde die Kortikalis durch den Auswertendmarkiert. Die folgende Gewebe-
differenzierung erfolgte halbautomatisch. Das Paogn gab nacheinander die Flachenanteile
des Knochen- und Bindegewebes an. Der Benutzen&ahese Einschatzung mittels Farbwert-
reglern nach oben bzw. unten korrigieren. Auch méreralisierte Kallus wurde differenziert
betrachtet. Aus den Informationen errechnete dagrBmm die Flachenanteile der unterschied-

lichen Gewebetypen bezogen auf die verschiedenkalisationen innerhalb der ROIL.
3.12  Immunhistochemie

3.12.1 Entkalkung und Einbettung

Die Knochenpréaparate S2 und S4 dienten den immiaahismischen Untersuchungen. Hierfur
mussten die Praparate entkalkt werden. Zuerst wudde Proben 30 Minuten unter flieRendem
Wasser formalinfrei gewaschen und danach zwei Mponet EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsaure; Herbeta-Arzneimittel) gegeben, wéshentlich erneuert wurde. Fir die
optimale Entmineralisierung erfolgte die Aufbewalguder Proben bei 37°C. Im Anschluss an
die Entkalkung wurden die Praparate in einem Gewélimationsautomaten (Leica TP 1020,
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. . .. Tabelle 4: Protokoll fiur die
Leica Microsystems Nussloch GmbH) entwassert. Das,unhistochemische Entv\lfasser:mg_

entsprechende Programm lief nach einem festen S;ch_

(Tabelle 4) ab. Im Anschluss wurden die Prapargt&thanol 70%ig 24
eingebettet. Hierfur wurde 60°C warmes Paraffinrgplast | Ethanol 80%ig 24
plus, Kendall, tyco Healthcare, Mansfield, USA) rhitife | Ethanol 80%ig 12
eines Paraffinspenders (Leica EG 1120, Leica Mjatesns | Ethanol 96%ig 24
Nussloch GmbH) in eine Schablone gegossen, diecRrotit Ethanol 96%ig 12
der Markierung nach unten aufgelegt und erneutwaimen Ethanol 100%ig 24
o : . . Ethanol 100%ig 12
Paraffin GUbergossen. Auf einer Kélteplatte (Leica E130,
, . . Ethanol 100%i 12
Leica Microsystems Nussloch GmbH) kihlte der -~
Xylol 5
Paraffinblock aus. Y
Xylol 5
3.12.2 Schneiden der Paraffinpraparate Paraffin 60°C 4

Paraffin 60°C

Die Paraffinblocke wurden mit einem manuellen
Rotationsmikrotom (LeicaRM 2125, Leica Microsystems Nussloch GmbH) gedamj wobei

sie wahrend der gesamten Prozedur immer wiedeEiguekuhlt wurden. Der jeweilige Block
wurde in das Gerat eingespannt und das Paraffferatitbis sich der gesamte Knochen in einer
Schnittebene darstellte. Nun folgte die Gewinnungv dicker Praparate, die in ein Wasserbad
(entmineralisiertes Wasser) gegeben wurden. MiteHines Pinsels wurden Unebenheiten im
Préaparat herausgetupft und auf einen beschrifetgakttrager (Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG) gezogen. Zur Entfaltung des Praparates wurde Qlgekttrager in ein 46°C warmes
Wasserbad getaucht. Dem Schneiden schloss sichdesitéagige Lagerungsphase bei 37°C an,

bevor mit der Farbung begonnen werden konnte.

3.12.3 Hamatoxylin Eosin- (HE-)Farbung

Die HE-Farbung diente als Ubersichtsfarbung. Diehr@te wurden nach dem
Trocknungsvorgang entparaffiniert und in einer aigeinden Alkoholreihe (Tabelle 3)
rehydriert. Die Kernfarbung erfolgte sieben MinuterHamatoxylin nach Harris (Papanicolaous
Lésung la Harris, Hamatoxylinlosung; Merck KGaAjpriach wurden die Praparate dreimal in
entmineralisiertem Wasser gespult, in HCI-Alkohblle(beta-Arzneimittel) getaucht und zehn
Minuten unter flieRendem Leitungswasser belassea. d€hloss sich ein viermaliger
Tauchvorgang in Eosin (Accust&ifEosin y solution aqueous; Sigma-Aldrich Chemie Gimb
Steinheim, Deutschland), das mit drei Tropfen 9¥¥igssigsaure (Merck KGaA) versetzt war,

an. Daraufhin folgte die Entwasserung und Entfgffubei der die Praparate zweimal in
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96%igem Alkohol, zweimal in 100%igem Alkohol uncheial in Xylol getaucht wurden. Die
gefarbten Schnittpraparate wurden mit Vitroflethgedeckelt.

3.12.4 Movat-Pentachrom-Farbung

Diese Farbung ermdglicht die Unterscheidung descleedenen Hart- und Weichgewebe-
komponenten im Frakturgebiet. Die entparaffinierterd in einer absteigenden Alkoholreihe
(Tabelle 3) rehydrierten Praparate wurden fir zelmuten in Alcianblau, bestehend aus 10 g
Alcianblau (Waldeck GmbH & Co Division Chroma), 1@l Eisessig und 1000 ml
entmineralisiertem Wasser, gegeben und anschlieRerfdMinuten mit Wasser gespult. Es
folgte eine 60-mindtige Stabilisierung in alkalieam Alkohol, bestehend aus 100 ml
Ammoniumhydroxid (Merck KGaA) und 900 ml 96%igemkahol. Die Schnitte wurden zehn
Minuten unter flieBendem Wasser gewaschen, in eetralisiertes Wasser getaucht und zehn
Minuten in Weigerts Eisenhamatoxylin, bestehen \Alesgerts Eisenhamatoxylin A und B im
Mischungsverhaltnis 1:1, gegeben. Danach wurdenSdhaitte erneut mit entmineralisiertem
Wasser gesplilt, 15 Minuten gewassert und 15 Minutd@rillant Crocein-Saurefuchsin gefarbt.
Hierzu wurde eine LOsung A, bestehend aus 1 gdatilCrocein R (Waldeck GmbH & Co
Division Chroma), 5 ml Eisessig und 995 ml entmatisrertem Wasser, mit einer Loésung B in
einem Verhdltnis von 8:2 vermischt. Die Lésung Bzte sich aus 1 g Saurefuchsin, 5 ml
Eisessig und 995 ml entmineralisiertem Wasser zosam Einer kurzen Spilung in 0,5%iger
Essigsaure folgte die 20-minttige DifferenzierungsPboiger Phosphorwolframsaure (Waldeck
GmbH & Co Division Chroma). Danach wurden die Prama zwei Minuten in 0,5%iger
Essigsaure und dreimal funf Minuten in 100%igemohlél gespilt. AbschlieRend erfolgte eine
60-minutige Farbung der Schnitte mit Saffron dui@aus. Hierzu wurden zuvor 60 g Saffron du
Gutinaus (Waldeck GmbH & Co Division Chroma) in 008 100%igem Alkohol geldst und in
einer luftdicht verschlossenen Flasche 48 Stundg#rb0°C im Brutschrank aufbewahrt. Vor
dem Eindeckeln mit Vitroclt¥ wurden die Praparate dreimal drei Minuten in 10G9ig
Alkohol gespult, entwassert und zweimal funf Mimutén Xylol entfettet. Die Movat-
Pentachrom-Farbung stellt mineralisierten Knochea Kollagen gelb, mineralisierten Knorpel
blau-grin, Knorpel je nach Fixierung rétlich bidlgeOsteoid dunkelrot, elastische Fasern rot,

Zellkerne blauschwarz und Zytoplasma rétlich dar.

3.12.5 Immunhistochemische Farbungen

Die Schnittpraparate des Osteotomiegebietes zumo@i@hzeitpunkt und des Hamatoms

wurden immunhistochemisch aufa-SMA- (alpha smooth muscle actin), CTR-
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(Calzitoninrezeptor) und Coll ll-positive Zellennhuntersucht. Die Farbungen erfolgten nach
einer modifizierten ABC-Methode, bei der alkaliscRéosphatase als gekoppeltes Enzym
verwendet wurde. Die getrockneten Schnitte wurdégrzth entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert (Tabelle 3% fblgte eine zweimalige Spulung der
Praparate von jeweils funf Minuten in Phosphatpuiffésung (pH 7,2; Waldeck GmbH &
CoKG) in einem Mischungsverhéltnis von 200 ml Puffie 1800 ml entmineralisiertem Wasser.
Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Fettstiftes gPBen, The Bining Site, Birmingham,
England) umrandet, damit die aufzutragenden Fliésggn nicht verlaufen. Ausschlief3lich far
die immunhistochemische Farbung des Coll Il wadizigh eine Demaskierung des Antigens
erforderlich. Dazu wurden 500 pl Hyaluronidase,t&esnd aus 8 mg Hyaluronidase (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) und 500 ml der Phosphatpulfésung bei einem pH von 6,7, auf den
Schnitt pipettiert und vier Stunden bei 37°C ineeifeuchten Kammer inkubiert. Im Folgenden
wurden 500 pl 0,1%iges Pepsin (Sigma-Aldrich Che@mebH), bestehend aus 300 mg Pepsin,
dass mit 0,01 molarer Salzsadure (Merck KGaA) auf 80 aufgefillt wurde, auf die Schnitte
gegeben und in einer feuchten Kammer bei 37°C @ivBnuten belassen. Es folgte eine
zweimalige Pufferspilung fur jeweils funf Minutelm Anschluss an die Spulung begann die
eigentliche Farbung (Abb. 10). Als erstes wurdenO 51 Normalserum in einem
Mischungsverhéltnis von 10 ml der Phosphatpuffestdriy zu 100 pl eines Horse Normal
Serum (Vectastaft) Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) aué @chnitte pipettiert und
20 Minuten bei RT in der feuchten Kammer inkubiBie Antikérper des Normalserums banden
in dieser Zeit an nicht-spezifische Proteine unatkierten diese. Die Préparate wurden durch
Abkippen von dem Serum befreit und mit 500 pl detsgrechenden Primarantikdrpers benetzt.
Die Primarantikorper wurden mit einem Antikdrpexi@nner (DakoCytomation GmbH,
Hamburg, Deutschland) im folgenden Verhéltnis vardiio-SMA: 1:100 (mouse anti-human
monoklonal; DakoCytomation GmbH), CTR: 1:100 (rdtzbiti-rat polyklonal; Acris Antibodies
GmbH, Hiddenhausen, Deutschland), Coll II: 1:50 @s® anti-chicken monoklonal; Quartett
Immunodiagnostika und Biotechnologie GmbH, Berlrgutschland). Die Inkubation bei 37°C
in der feuchten Kammer dauerte eine Stunde. Irediedeitraum band der Priméarantikdrper an
die darzustellenden Antigene bzw. Proteine. Danadblgte eine zweimalige Spilung der
Praparate mit der Phosphatpuffer-Losung fur jewfgitd Minuten. 500 pl eines biotinylierten
Zweitantikorpers, bestehend aus 10 ml der Phospfiatd_6sung, 200 pl des Horse Normal
Serum (Vectastafty Vector Laboratories Inc.) und 200 pl eines bigterten Universal-
Antikorpers (Vectastaffy Vector Laboratories Inc.), wurden auf die Sclnipipettiert und

30 Minuten bei RT in der feuchten Kammer belasdear Zweitantikbrper band an den
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Primarantikorper. Es folgte eine zweimalige Puf@dlung fur jeweils finf Minuten.

AnschlieRend wurden die Praparate mit 500 ul elBsKomplexes (Alkaline Phosphatase
Standard AK-5000, Vector Laboratories Inc.) bedat@t und in der feuchten Kammer
50 Minuten bei RT inkubiert. Dieser Komplex bestangs 10 ml der Phosphatpuffer-Losung,
100 pl des Reagenzes A und 100 pl des ReagenzaesiBatte das Ziel, an den biotinylierten
Zweitantikorper zu binden. Es wurde erneut die mvagige Pufferspilung durchgefihrt. Danach
wurden die Praparate zweimal finf Minuten mit ein€mromogenpuffer (pH 8,2), bestehend
aus 3,96 g Triznfa Hydrochloride (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 0,54Tgizma® Base

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 2,63 o
Natriumchlorid (Merck KGaA), die mit

entmineralisiertem Wasser auf 300 r

b

aufgefullt ~ wurden, inkubiert.  Untel ) 5
Sichtkontrolle wurden die Schnitte m | ‘ J -
einem AP-Substrat (Alkaline Phosphata
Substrate Kit, Vector Laboratories Inc.) zt %ﬁg

Visualisierung der Antikdrper-Komplexe T
inkubiert. Das Substrat wurde mit de ﬁ?ﬁ;ﬁ’ v
Phosphatpuffer-Lésung abgespult und ¢ -~

b

e

LN J

Schnitte mit Hilfe einer Kerngegenfarbun
99 Abb. 10: Prinzip der immunhistochemischen Farbung

mit Hamatoxylin nach Mayer gefarbi (modifiziert nach: Vector Laboratories Inc.):

. . .. a: Primérantikorper bindet an die Antigene.
Hierzu wurden die Praparate m Biotinylierter Zweitantikbrper bindet an die

. . .. Primarantikorper.
entmineralisiertem Wasser gespult, sechst c: AB-Komplex bindet an die biotinylierten Zweit-

in Hamatoxylin (Mayers Hamalaunldsun antikorper. o
d: AP-Substrat bindet an die Antikorp€omplexe.
Merck KGaA) getaucht, erneut it Es kommt zu einer Farbung dieser Komplexe.

entmineralisiertem Wasser gewaschen und zwei Minutger flieRendem Wasser belassen. Es
folgte eine aufsteigende Alkoholreihe von 70%igetkofol bis Xylol fur jeweils eine Minute
zur Dehydrierung. Die gefarbten Praparate wurderHiffie von Vitroclud® eindeckelt.

3.12.6 Immunhistochemische Auswertung

3.12.6.1 CTR-Expression

Uber die CTR gefarbten Schnitte wurde eine ROI giel8ie betrug in ihrer Héhe 12 mm,
jeweils 6 mm von der Osteotomiespaltmitte gemesBam.Breite hing von der individuellen

Kallusbreite ab. Die ROl wurde mittig der Kortizes1 weiteres Mal unterteilt, so dass eine
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Untergliederung in endostal und periostal vorgenemmwerden konnte. Auch der
Osteotomiespalt mit seiner Verlangerung in dieqstalen Bereiche wurde gesondert betrachtet,

so dass eine Unterteilung in zentral und peripleenacht werden konnte.

Anhand der immunhistochemischen Darstellung der {EXPression wurden Osteoklasten
(Abb. 11) in einer 200-fachen VergréfRerung untemdklikroskop (Leica DMRB, Leica
Microsystems Nussloch GmbH) unter Bertcksichtigémigender Kriterien: Positive Farbung,
mindestens zwei Kerne und Lage am Knochen, gezalmitzlich wurde bei der Z&hlung eine
trabekulare und kortikale Lokalisation unterschiede

Die trabekular erhobenen Absolutwerte wurden aefahitsprechende, bildanalytisch ermittelte

Trabekelflache bezogen, um Aussagen lber die Qastehdichte treffen zu kénnen.

Abb. 11: Immunhistochemische CTR-
Farbung.

Osteoklasten (Pfeile) in ihren Howship-
Lakunen lokalisiert an der Kortikalis.

3.12.6.20-SMA-Expression

Die a-SMA gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe eines Bidrbeitungsprogrammes (Mosaix;
Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena, Deutschland) ihner Gesamtheit in 100-facher
VergroRerung eingelesen. Die entstandenen Bildedevuin eine Bildbearbeitungssoftware
(Adobe Photoshop Version 6.0) geladen und mit ei@r versehen. Diese betrug in ihrer Hohe
12 mm. Die Breite wurde individuell durch die Geskatlusbreite bestimmt. Eine Gliederung
der ROI beinhaltete die Unterscheidung in endastdl periostal, sowie in zentral und peripher.
Dabei umfasste der zentrale Bereich der ROI dereddshiespalt und dessen gedachte
Verlangerung im periostalen Kallus. Zusatzlich waurdioch ein Mal3stab von 40 pm

Durchmesser in das Bild eingeftigt.
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Mit Hilfe dieser Farbung wurden Gefal3e (Abb. 123&dt. Anhand ihrer Gro3e wurde zwischen
groRen Gefallerr(40 pm) und kleinen Gefallen (< 40 pm) unterschieBemer wurde bei der
Zahlung auf trabekuléare und nicht-trabekulare Liskeiion geachtet.

Die so erhobenen Absolutwerte wurden auf die eets@nde, bildanalytisch ermittelte
Bindegewebsflache bezogen, um Aussagen Uber d&3@iehte treffen zu konnen.
\\\—\}%?\ t\\:_‘.

Abb. 12: Immunhistochemischex-SMA-
Farbung.

Periostal lokalisierte kleine (schwarze
Pfeile) und groRe (weiler Pfeil) Blutgefalie,
die zum Teil mit Erythrozyten gefillt sind.

3.13  Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte aeiin Statistikprogramm SPSS (Version 12.0,
SPSS Inc, Chicago, USA). Der Vergleich beider Fawagruppen hinsichtlich der mRNA-
Expression der untersuchten Faktoren, der Vaskiganng, der Osteoklastendichte und der
histomorphometrisch gewonnenen Parameter wurdelmiann-Whitney-U-Test durchgefihrt.

Zur graphischen Darstellung der Daten wurden Baspjewahlt. Das Signifikanzniveau wurde
bei p=0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

In die Auswertungen gingen 12 Tiere ein. Alle Sehafurden im Rahmen der taglichen
Wundversorgung und der wochentlichen Rontgenkdetradls nicht krank und der Verlauf der
Frakturheilung als komplikationslos eingestuft.ekte im Bereich der Operationsnarbe und den
Eintrittspforten der Schanzschrauben wurden niagmblchtet. Hinsichtlich des Allgemein-

befindens und der Futteraufnahme zeigten die keireerlei Auffalligkeiten.
4.1 Molekularbiologie

4.1.1 Semiquantitative PCR

In allen untersuchten Geweben (Frakturhdmatom wemiplperes Blut) konnte eine mRNA-

Synthese des Referenzgenes GAPDH nachgewiesenn(@lie. 13).
M B H N M B H N M B H N
Abb. 13d

Abb. 13a Abb. 13b Abb. 13c

Abb. 13: Semiquantitative Analyse der mRNA-Synthese von GAP4n Beispiel von zwei Tieren mit rigider
(Abb. 13a und Abb. 13b) und zwei Tieren mit kritisc Fixateurversorgung (Abb. 13c und Abb. 13d).

Die jeweils erste Bande stellt den GrolRenmarker &) Es folgt das peripher entnommene Blut (B) dad
entsprechende Frakturhamatom (H). Die letzte Baedlgt die Negativkontrolle (N).

M B H N

Zusatzlich wurde mit Hilfe der semiquantitativen®€ine Primerselektionierung durchgefihrt.
Abb. 14 zeigt eine Auswahl von PrimerkombinatioaemBeispiel von CYR61 und HIFel

M B H N B H N M B H N B H N

Abb. 14: Semiquantitative Analyse
zur Primerselektionierung.
Die ersten Banden stellen den

GAPDH GroRenmarker (M) dar. Es folgt das
periphere Blut (B), das Frakturhdma-
tom (H) und die Negativkontrolle (N)
der Primerkombination A/S. Es
schlieBen sich die Proben der
Kombination F/R an. GAPDH diente
als Referenzgen. Abb. 14a zeigt
CYR61, Abb. 14b HIF-&. Aufgrund

Primer der Bandenintensitdt wurde fir
CYR61 die Kombination F/R und fur
HIF-1a A/S gewabhilt.

Abb. 14a Abb4b
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4.1.2 Real-time PCR

Im peripheren Blut liel3 sich keine mRNA von BMPEqIl 11, IGF-1, IL-6, MMP-13 und OPN
nachweisen. Ganz vereinzelt und im Bereich der Wadgrenze war die mRNA der Faktoren
BMP-2, CYR-61 und PDGF-BB detektierbar. Die mMRNAWBMP-4, IL-1, TNFe und VEGF
wurde in mehreren Proben dokumentiert, doch lagen Werte ebenfalls nah an der
Nachweisgrenze. Lediglich die mRNA von Hlk-tind TGFB; war zum Entnahmezeitpunkt bei

jedem Tier im Blut nachweisbar (Tabelle 5).

Tabelle 5: Rohdaten der untersuchten Primer auf mRNA-Ebengeinpheren Blut.
GAPDH wurde als Referenzgen mitgefuhrt. (N/A bedeudass kein Fluoreszenzanstieg detektierbar war).

| N v | e i e
Ct-Wert GAPDH | 25,8| 27,1 26,9 26,1 282 26,7295| 26,4 29,1 27,3 26J/ 26}4
Ct-Wert GAPDH | 25,8 26,9] 26,9 26,0 274 26/89,3| 26,3| 29,4 27,83 26,8 26,2
Ct - Wert BMP-2 N/A | N/A | N/A [ N/A | N/A [30,1 ] N/A | N/A | N/A | N/A | N/A | N/A
Ct - Wert BMP-2 N/A | N/A | NJA | NJA | NJA [ N/A | N/A | N/A [ NJA | N/A | N/A | N/A
Ct - Wert BMP-2 N/A | NJA | NJA | NJA | NJA [ N/A | N/A | N/A [ N/A | N/A | N/A | N/A

Ct - Wert GAPDH 25,6| 26,5 26,4 258 274 27|(®9,0| 259 28,1 28,y 27)/ 248

Ct - Wert GAPDH 254 26,2 26,4 25,6 27,1 26/729,5| 251 28,3 28,2 27,6 246
Ct - Wert BMP-4 30,1| 30,4 N/A| 29,9 N/A N/A N/A | N/A [ N/A [NA [NA (29,4
Ct - Wert BMP-4 30,5| 30,4/ N/A| 30,2 N/A N/A NA | NA|305| NA| NA| 294
Ct - Wert BMP-4 30,1 N/A| N/A| 29,6] N/A| N/A| N/A | 29,9| NJA| N/A| N/A| 29,8

Ct - Wert GAPDH 249 25,3| 25,9 24,6 269 27|R8,6| 250 29,7 259 25,8 257

Ct - Wert GAPDH 24,7 24,41 26,4 24,6 27,0 26/728,8| 250 29,2 254 25,9 253
Ct-Wert CYR-61 | 30,1 N/A{ NJA| N/A| N/A| N/A| N/A | N/A | N/A |30,5| N/A| N/A
Ct- Wert CYR-61 N/A | NJA | NJA | NJA | NJA [ N/A | N/JA | N/JA [ N/JA 1 29,9 | N/A | N/A
Ct- Wert CYR-61 N/A | NJA | NJA | NJA | NJA [ N/A | N/JA | NJA [ NJA | N/A | N/A | N/A
Ct - Wert GAPDH 250 26,9] 26,4 25,8 278
Ct - Wert GAPDH 251 27,00 26,4 25)% 27|/ 26/729,6| 26,6 29,9 26,9 26,5 26|1
Ct - Wert HIF-Tn 269 28,00 27,4 26 282 28 129,6| 27,3 30,4 281 26,9 27,3
Ct- Wert HIF-In 26,9| 28,0 27,9 26,6 289 27|MN/A|278| N/A| 28,0 27,4 27,6
7
0
8

26189,8| 26,3 29,7 26,9 26)0 26,2

Ct- Wert HIF-In 26,8| 27,9| 27,1 26,y 28Jf 27}B0,0| 27,8 N/A| 28,2 27,1 274
26}29,4| 26,2 29,3 26,4 256 259
26}&@9,0| 26,6 29,4 26,5 260 26|1

Ct-Wert GAPDH | 25,6| 26,8 26,4 25% 27,
Ct-Wert GAPDH | 25,6| 26,7 26,9 25,0 27,

Ct-Wert IL-1 29,6| 28,6/ 28,9 N/A N/A N/A N/A | NA | NA |NA [NA [NA
Ct-Wert IL-1 29,71 29,21 29,42 N/A N/A N/A N/A | NA | N/A | N/A [ N/A [ N/A
Ct-Wert IL-1 29,7| 29,0 28,4 N/A N/A 30,3 N/A | N/A | N/A | N/A [ N/A [ N/A
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Ct - Wert GAPDH 24,8| 26,2 26,4 259 272 26299 26,3 29,9 27,2 268 26,5
Ct - Wert GAPDH 255| 26,7] 264 25 273 26{&0,0| 26,7( 29,9 27,2 268 266
Ct - Wert PDGF-BB| N/A | N/A [ N/A 29,9 | N/A | N/A| N/A | N/A [ N/A | N/A | N/A [ N/A
Ct - Wert PDGF-BB| N/A | N/A | N/A | 30,3 | N/A|[ N/A| N/A | N/A [ N/A | N/A | N/A [ N/A
Ct - Wert PDGF-BB| N/A | N/A | N/A | N/A | N/A [ N/A | N/A | N/A [ N/A | N/A | N/A [ N/A
Ct - Wert GAPDH 25,4| 26,8] 26,4 24,9 272 26{&9,0| 26,2 29,8 27,1 26/ 270
Ct - Wert GAPDH 25,1| 26,8/ 26,4 25,1 27)/ 26|29,0| 26,9 294 27,2 264 26,8
Ct - Wert TGFB; 26,7| 27,1 28,4 26,4 28 27|®9,2| 27,6 N/A| 27,4 285 N/A
Ct - Wert TGFB; 26,9 27,6| 28,3 26, 28, &9,5| 28,2 N/A| 28| N/A N/A
Ct - Wert TGFB, 26,7| 27,7 28,1 26, 28/8 27}49,3| 28,8 29,9 27,8 N/A 29,
Ct - Wert GAPDH 25,00 26,5 26,4 252 27/1 26|&9,9| 24,8 284 27,3 269 244
Ct - Wert GAPDH 25,3| 26,7 26,9 25,0 27|/ 26{&9,5| 24,9 28, 27,8 27/l 245
Ct - Wert TNF-I 30,3 N/A| N/A| 29,4 N/A| N/A| N/A | 29,7| N/A| N/A| N/A| 29,4
Ct - Wert TNF-h 30,5| N/A| N/A| 29,7] N/A| N/A] N/A [ 30,0 N/A| N/A| N/A| 29,8
Ct - Wert TNF-h 30,1| N/A| N/A| 29,7] N/A| N/A] N/A [ 29,9 N/A| N/A| N/A| 29,3

[68)

R o o o o
)
=

Ct- Wert GAPDH | 25,3| 26,7 26,4 252 276 26/328,6| 25,8 29,7 N/A 259 2509

Ct - Wert GAPDH 25,1| 26,7) 26, 250 27/ 26{®8,7| 253 29,3 26,6 260 260
Ct - Wert VEGF 29,7 29,7 30,8 29,1 N/A N/AN/A [ N/A | N/A [NA |NA |NA
Ct - Wert VEGF 30,1| 30,1 N/A| 30,4 N/A N/A N/A | N/A | N/A | N/A [ N/A [ N/A
Ct - Wert VEGF 30,3| N/A| N/A| 30,3] N/A| N/A| N/A | N/A | N/A | N/A [ N/A [ N/A

Im FakturhAmatom eines jeden Tieres zeigte sich sRNA-Synthese der Faktoren BMP-2,
BMP-4, BMP-7, Coll Il, CYR61, HIF-4, IL-1, IL-6, OPN, PDGF-BB, TNFt, TGF{3; und
VEGF. Die mRNA von IGF-1 konnte unter rigider Vergong in allen sechs Hamatomen
nachgewiesen werden, wohingegen unter kritischersdfgung nur finf Hamatome eine
MRNA-Expression aufwiesen. In jeweils funf Hamatornbeider Gruppen wurde die mRNA des
Faktors MMP-13 synthetisiert.

Bezlglich der Wachstumsfaktoren BMP-2, BMP-4, BMPK&F-1, PDGF-BB und VEGF
konnte keine statistisch signifikante differengelExpression im Frakturh&matom zwischen der
rigiden und der kritischen Fixateurversorgung dokatiert werden (Abb. 15). Lediglich BMP-4
liel3 einen Trend (p=0,093) zur geringeren MRNA-Bgsaé im kritischen System erkennen.
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BMP-2 BMP-4 BMP-7
2,2 1,5+ _ 1,84 o
- 2,0 1,64
9o 1,24
2 1,84 1,4
o 1,64
a 1,0- 1,2
X 14
1,0
o 1,2 T
2 0.8+ 0,8+
T 1,01 ’ l
(&)
= 0,87 05— 0,6
0,6 0,4
0.4 | 0.2 | G |
rigide  kritisch rigide  kritisch rigide  kritisch
Abb. 15.1 Abb. 15.2 Abb. 15.3
IGF-1 PDGF-BB VEGF
2,5+ 1,8+ 1,6+
c 1,6+ ©
S 2,0+ T 1,4
§ 1,4-
S 1,5 100 —L 1,21
(i
g 1,06+ 1,64 1,0+
° 0,6
0,54 = 0,8
0,6
0,0 i i 0,4 i i 0,6 i i
rigide  kritisch rigide  kritisch rigide  kritisch
Abb. 15.4 Abb. 15.5 Abb. 15.6

Abb. 15: Relative Expression der Wachstumsfaktoren BMP-2(Als.1), BMP-4 (Abb. 15.2), BMP-7 (Abb. 15.3),
IGF-1 (Abb. 15.4), PDGF-BB (Abb. 15.5) und VEGF (#Hhl5.6) im Frakturhamatom nach rigider und krisc
Fixateurversorgung.

Die mRNA-Synthese der Zytokine IL-1, TG¥- und TNFe zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Dagegen wuslenBNA des IL-6 signifikant geringer

(p=0,004) in den Hamatomen der Tiere mit kritisdRieateurversorgung exprimiert (Abb. 16).

In den Frakturhdmatomen wiesen der Transkriptikisfa HIF-1oo (Abb.18) und die

extrazellularen Matrixproteine Coll 1l, CYR-61 u@PN (Abb.17) Mediane ohne signifikante
Expressionsniveaus auf. Lediglich die Matrix Meiploteinase MMP-13 zeigte einen
signifikanten Unterschied (p=0,016). In der Grupp# kritischer Fixateurversorgung konnte

eine geringere MMP-13 Expression im FrakturhAmadokumentiert werden (Abb. 18).
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relative Expression

relative Expression

relative Expression

IL-1

1 o

0.5 | |
rigide  kritisch
Abb. 16.1
TNF-alpha

L

0,5 | |
rigide  kritisch

Abb. 16.4

Coll Il
3,5

3,0
2,5+
2,0+

1,57

1,6+

0,5+ -

0,0 I I
rigide  kritisch

Abb. 17.1

IL-6 TGF-beta:
2,5_ [ 410_
- 1
3,5+
2,0+
3,0
1,57 2,5+
1,0- 2.0
1,5+
0,5 —
-=
0,0 i i 0,5 i i
rigide  kritisch rigide  kritisch
Abb. 16.2 Abb. 16.3

Abb. 16 (oben und links):Relative Expression der Zytokine IL-1 (Abb.
16.1), IL-6 (Abb. 16.2), TGPy (Abb. 16.3) und TNFx (Abb. 16.4) im
Frakturhdmatom nach rigider und kritischer Fixateusorgung
(p*=0,004).

Abb. 17 (unten): Relative Expression der extrazellularen Matrixpircte
Coll Il (Abb. 17.1), CYR61 (Abb. 17.2) und OPN (AbK7.3) im
Frakturhdmatom nach rigider und kritischer Fixateusorgung.

CYR61 OPN
2,0+ 4,0
o
1,84
3,0
1,5+
1,24 2,0
1,04
1,0
0,8
05— | 00— |
rigide  kritisch rigide  kritisch
Abb. 17.2 Abb. 17.3
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HIF-1alpha MMP-13
2,0 3,0
T o
5 18] 25 ;
[%)]
g 1,67 2.0 —
S 1,41
w 1,5+
2 1,24
g 1,0+ i 105 Abb. 18: Relative Expression des
Transkriptionsfaktors HIFd
0,8+ 05 L 6 (Abb. 18.1) und der Matrix
Metallproteinase MMP-13 (Abb.
0.6 I 0,0 I | 18.2) im Frakturhamatom nach
rigide  kritisch rigide  kritisch rigider und kritischer Fixateur-
Abb. 18.1 Abb. 18.2 versorgung (p*=0,016).

4.1.3 Zusammenfassung der molekularbiologis&rgebnisse

Zusammenfassend hat sich gezeigt, dass im periptlitg nur die mRNA von HIF-d und
TGF3; bei jedem Tier nachgewiesen werden konnte. Die ARbh BMP-2, BMP-4, CYR-61,
IL-1, PDGF-BB, TNFe und VEGF war in wenigen Proben schwach detektieriiae

Expression der anderen untersuchten Faktorenitlfrs peripheren Blut nicht nachweisen.

Im Frakturhdmatom konnte eine mRNA-Synthese alletensuchten Faktoren dokumentiert
werden. Der Vergleich beider Gruppen zeigte beztigMMP-13 und IL-6 eine signifikant
geringere Expression, bezlglich BMP-4 einen Treandemer geringeren Expression in der
Gruppe mit kritischer Fixateurversorgung. Die Exgsiensniveaus von HIFelder untersuchten
extrazellularen Matrixproteine sowie der Ubrigentakyne und Wachstumsfaktoren zeigten

keinen Unterschied zwischen den Gruppen.
4.2 Histologie

4.2.1 Deskriptive Betrachtung

Sowohl das vier Tage alte Frakturhdmatom als aashREgeneratgewebe zehn Tage nach der

Hamatomentnahme wurden mit Hilfe der histologisch@rbungen deskriptiv betrachtet.

4.2.1.1 Frakturhamatom

Das vier Tage alte FrakturhAmatom zeigte in bekigateurgruppen ein sehr heterogenes Bild.
Es liel3en sich Bereiche nachweisen, die ausscicle8us Erythrozyten bestanden. An anderen
Stellen wurden diese Erythrozytenkomplexe von Rilmizen durchsetzt (Abb.19).

Entzindungszellen zeigten sich inhomogen im Geweabteilt. Ganz vereinzelt fanden sich

-51 -



Ergebnisse

Areale im Frakturhamatom, die von Zellen infilttiewaren, die in ihrer GroRe die
Entzindungszellen Ubertrafen. Zusatzlich wieseseditellen eine erniedrigte Kern-Zytoplasma-
Relation auf (Abb. 20).

RTADG. .
1 Abb. 19 (oben): HE-
B Farbung des vier Tage alten
Frakturhamatoms.

Das Hamatom weist neben
den Erythrozytenkomplexen
noch Gebiete auf, in denen
diese von Fibrinnetzen

aufgelockert werden.

Abb. 20 (links): HE-
Farbung des vier Tage alten
Frakturhdamatoms.

Neben den Entziindungs-
zellen (d ca. 9 pum;
schwarze Pfeile) lassen sich
vereinzelt in  Gruppen
lokalisierte Zellen[(l ca. 22
pm; weiBer Pfeil) finden,
die in ihrer Grof3e die Ent-
zundungszellen tbertreffen.

-52-



Ergebnisse

4.2.1.2 2-Wochenzeitpunkt

Zum 2-Wochenzeitpunkt der Frakturheilung nach vgemangener Hamatomentnahme am
vierten Tag war in beiden Fixateurgruppen zu belotea; dass die durch die Osteotomie
erzeugten scharfen und rechtwinkligen Kanten dertikes sich mikroskopisch tberwiegend
leicht abgerundet darstellten (Abb. 21). Schonieser Phase der Frakturheilung lie3en sich im
Bereich der Kortizes und kleiner Knochenabsplitbgen vereinzelte Resorptionsvorgange,
erkennbar am Osteoklastenaufkommen, nachweisen @%b

Abb. 21 (oben):HE- Farbung des Osteotomiegebiete
nach rigider Fixation.
Die Kanten der Kortizes stellen sich nach 14-tagige|
Heilungsverlauf leicht abgerundet dar (Pfeil).

Abb. 22 (rechts): Ausschnittsvergrof3erung der HE
Farbung des Osteotomiegebietes nach rigider Fixati
Die AusschnittsvergréRerung der Abb. 21 zeig
Osteoklasten (Pfeile) in ihren Howship-Lakune
lokalisiert an einem Knochensplitter.
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Im Osteotomiespalt dominierte interkortikal die Aesenheit von Hamatom- und Bindegewebe.
Das Bindegewebe verlief grof3tenteils senkrechtniachenachse. Auch periostal auf Hohe des
Spaltes konnte noch Hamatomgewebe nachgewieserenvéibb. 23). Vor allem periostal

zeigten sich distal und proximal des Osteotomid¢spatrste fingerformige Knochenauslaufer,

die so genannten Trabekel (Abb. 24).

Abb. 23 (links): HE-Farbung des

medialen Osteotomiespaltes nach
rigider Fixation.

Die Abbildung zeigt das teils

interkortikal, teils periostal erhal-

tenden Frakturhdmatoms (Pfeil)
zwei Wochen nach der
Osteotomie.

Abb. 24  (unten): Safranin
Orange/von Kossa-Farbung des
Osteotomiegebietes nach rigider
Fixation.

Die  Ubersichtsaufnahme  des
Osteotomiegebietes zeigt diskonti-
nuierliche Mineralisierungen des
Kallusgewebes (Pfeil).

latera
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4.2.2 Histomorphometrie

Nach der Entnahme des Frakturh&matoms vier Tageopesativ und einer weiteren Standzeit
von zehn Tagen wurde der im Osteotomiegebiet blkidfmel Kallus bezlglich seiner

Gesamtflache betrachtet. Dabei zeigte sich im Wgrgtum rigiden System eine tendenziell
(p=0,065) groliere Kallusflache nach kritischer Exaversorgung (Abb. 25). Um im Folgenden
die Qualitdt des entstandenen Regeneratgewebesteiblrur zu konnen, wurden die

Gewebeanteile des Kallus aufgeschliisselt. Den @itofer Flache bildete in beiden Gruppen
das Bindegewebe (Abb. 26). Der Anteil des mineitisn Knochens an der Gesamtkallusflache
war somit verhaltnismafig gering (Abb. 27). Doclwvebl der Bindegewebsanteil als auch der

Anteil an mineralisiertem Knochen im Kallus verkesl sich im rigiden und kritischen System

sehr ahnlich.
3
300+ = 106+
@) p —|_
E 994
T 2
e 250 S 95
S =
— [%2]
k= T _ 97
& 2004 S
Y= (@]
E g %
© £
X o 95+
150 | o
% 94—
1 bt
106 I I 93 i i
rigide  kritisch rigide kritisch
©
S T
E
|5
g 6 T
Q
=
X = 57
o
35 4
0 =
ﬁg Abb. 25 (oben links): Gesamtkallusflache im rigiden und
o c 3] kritischen System.
£ .=
g 2 Abb. 26 (oben rechts): Prozentuale Anteile der
> Bindegewebsflache am Gesamtkallus nach Versorgunggidem
© 1— und kritischem Fixateur externe.
- T

0 [ | Abb. 27 (unten links): Prozentuale Anteile der mineralisierten
rigide  kritisch Knochenflache am Gesamitkallus unter rigider undtisktier
Fixateurversorgung.
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Auch die differenzierte Betrachtung dieser Gewebeziblich ihrer Lokalisation
(periostal/endostal und medial/lateral) zeigte &esignifikanten Unterschiede zwischen den
Fixateurgruppen (Abb. 28, Abb. 29).

o C v C
= =
E 100 _|_ E T == E 8
£ © E T O periostal
) [}
§ 95— S 6— E endostal
© X =
® o,
o 5 v
=) 7=
o>, 96 L= 4
> o
2 S E
m S
o 94— o 2
@ l @
o 3] o
92 | | ol |ﬁ e
rigide kritisch rigide kritisch

Abb. 28: Prozentuale Anteile der Bindegewebsflache (links) der mineralisierten Knochenflache (rechts) am
Gesamtkallus differenziert nach periostal und etadas rigiden und kritischen System (p*=0,031).
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Abb. 29: Prozentuale Anteile der Bindegewebsflache (linksyl der mineralisierten Knochenflache (rechts) am
Gesamtkallus differenziert nach medial und latematigiden und kritischen System.

Innerhalb der Gruppen konnten Unterschiede in dewebeverteilungen nachgewiesen werden.
Es fanden sich im rigiden System sowohl fir dietreé Bindegewebsflache als auch fur die
relative mineralisierte Knochenflache im Kallusrsfikante Unterschiede (p=0,031) zwischen
periostaler und endostaler Lokalisation. Endostahidierte der Bindegewebsanteil, wohingegen

sich periostal mehr mineralisierter Knochen zei@tbb. 28). Im kritischen System wies diese
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Verteilung der Gewebe verglichen zwischen periostadl endostal sehr starke Tendenzen
(p=0,063) auf. Bei der differenzierten Betrachtundes medialen und lateralen
Osteotomiegebietes konnte lediglich bei den Tierenrigider Fixateurversorgung ein Trend
(p=0,094) zur vermehrten Bindegewebsflache und zarminderten mineralisierten

Knochenflache im medialen Kallus nachgewiesen we(ééb. 29).

Der Anteil des Knorpels am Kallusgewebe lie3 sidfgaund der flachenmaRig sehr kleinen

Areale histomorphometrisch nicht bestimmen.

4.2.3 Zusammenfassung der Histologie

Das vier Tage alte Frakturhamatom zeigte histotdgis beiden Gruppen ein ahnliches Bild.
Neben den Bereichen, die ausschliellich aus Emyteokomplexen bestanden, fanden sich
Areale in denen diese von Fibrin durchzogen wurd@gmzindungszellen lieRen sich im gesam-
ten Hamatom nachweisen. Vereinzelt wurde das Gewab&ellen infiltriert, die in ihrer Grol3e
die Entziindungszellen tbertrafen, jedoch eine geranKern-Zytoplasma-Relation aufwiesen.

Auch zum frihen Zeitpunkt zwei Wochen nach der Qistmie mit zusatzlicher Hamatom-
entfernung zeigte sich in beiden Gruppen ein &he$ic Bild. Interkortikal war neben
Bindegewebe noch Hamatomgewebe nachweisbar, wekiblkesauch periostal auf Hohe des
Osteotomiespaltes finden lie3. Neben ersten trdBeku Knochenauslaufern lieRen sich

ebenfalls Osteoklasten im Osteotomiegebiet beobacht

Diese deskriptiven Ergebnisse wurden durch dieadristphometrie bestatigt. Weder in der
Gesamtkallusflache noch in der Zusammensetzung(aiss konnten signifikante Unterschiede
zwischen dem rigiden und dem kritischen System gewfesen werden. Beide Fixateursysteme
zeigten ahnliche Gewebeverteilungen im Kallus mitdr 99% Bindegewebsanteil und nur 1%

mineralisiertem Kallus.
4.3 Immunhistochemie

4.3.1 Deskriptive Betrachtung

Sowohl das vier Tage alte FrakturhAmatom als aashRegeneratgewebe zwei Wochen nach

der Osteotomie wurden mit Hilfe immunhistochemisdbié&bungen deskriptiv betrachtet.

4.3.1.1 Frakturhdmatom

Immunhistochemisch lieBen sich im vier Tage alteaktarhAmatom wedes-SMA- noch

Coll 1l- oder CTR-positive Zellen nachweisen.

-57 -



Ergebnisse

4.3.1.2 2-Wochenzeitpunkt

Knorpelgewebe liel3 sich zum 2-Wochenzeitpunkt deaktarheilung nach Entfernung des
Frakturhdmatoms am vierten Tag in beiden Fixateymqgen nur sehr vereinzelt als wenige
Knorpelzellen umfassende Inseln nachweisen. Dietensvorkommenden und flachenmalig
kleinen Areale waren, wenn Uberhaupt vorhanden,peniostalen Gewebe auf Hohe des
Osteotomiespaltes zu finden (Abb. 30, Abb. 31).

=

Abb. 30 (links): Immunhistochemische Coll-lI-Farbung des lateralaste@tomiegebietes 14 Tage post Osteotomie.
Dargestellt ist das Tier mit dem fortgeschrittendtieilungsverlauf.

Abb. 31 (rechts): AusschnittsvergréRerung der immunhistochemischdhlEZBarbung.
Die VergrofRerung der Abb. 30 zeigt eine Insel Kgdla |I-positiver Knorpelzellen (weil3er Pfeil). Ztdich lassen
sich Knochentrabekel (schwarzer Pfeil) erkennen.

4.3.2 Osteoklasten

Fur die Auswertung der Osteoklasten musste ein Ter kritischen Fixateurgruppe
ausgeschlossen werden, da nur zwei Kortizes imaPaipngeschnitten waren.

Sowohl im endostalen als auch im zentralen Kalkf3en sich in beiden Fixateurgruppen keine
bzw. eine verschwindend geringe Anzahl an Ostettasachweisen. Die absolute Anzahl der
Osteoklasten in Abhéngigkeit des Fixateursystemsh ndamatomentnahme und insgesamt
zweiwoOchiger Standzeit ist in Tabelle 6 dargestellt

Tabelle 6: Absolute Anzahl der Osteoklasten im Bereich degi®eof Interest.

Fixateur periostaler Kallus endostaler Kallus imezrer Kallus zentraler Kallus
Median [Min-Max] Median [Min-Max] Median [Min-Mak Median [Min-Max]

rigide 20 [13-81] 3[0-5] 22 [13-81] 1[0-3]

kritisch 38 [20-69] 0 [0-3] 38 [23-69] 0 [0-0]
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Die Anzahl kortikal lokalisierter Osteoklasten zeidceinen signifikanten Unterschied zwischen
beiden Fixateurgruppen (Abb. 32). Trabekular hirgegeigte sich eine Tendenz (p=0,082) zur
gesteigerten Osteoklastendichte im Osteotomiegehath kritischer Fixateurversorgung
(Abb. 33).

Dieser Trend liel3 sich jedoch bei der differeneierBetrachtung der periostal (Abb. 34) bzw.
endostal (Abb. 35) lokalisierten Trabekel nichtthggen.
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Abb. 32 (links): Absolute Anzahl der kortikal lokalisierten Ostealtlen nach rigider und kritischer Fixation.

Abb. 33 (rechts):Relative Anzahl der trabekular lokalisierten Ostasten im rigiden und kritischen System.
Graphisch nicht dargestellt ist ein Extremwert 2@9 Osteoklasten pro mmz2 im Osteotomiegebiet eliie®gs mit
kritischem Fixateur externe.
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Abb. 34 (links): Anzahl der trabekular periostal lokalisierten Ogktasten bezogen auf die periostale
Trabekelflache nach rigider und kritischer Fixation

Graphisch nicht dargestellt ist ein Extremwert 809 Osteoklasten pro mm2 im Osteotomiegebiet eliergs mit
kritischem Fixateur externe.

Abb. 35 (rechts): Anzahl der trabekulér endostal lokalisierten Oskastien bezogen auf die endostale
Trabekelflache im rigiden und kritischen System.
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4.3.3

Vaskularisierung

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiedeisewen den Fixateurgruppen in der
GefalRdichte (Anzahl der Blutgefal3e pro mm? Bindegesilache) im Kallus zum 2-Wochenzeit-

punkt des Heilungsverlaufes nach vorangegangenaatténentnahme (Abb. 36).
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Abb. 36: Vaskularisierung des Kallusgewebes im rigiden und
kritischen System.

Die Anzahl der GefalRe wurde auf die Bindegewebk#aim
Kallus bezogen.

Doch die differenzierte Betrachtung der Gefal3didnteHinblick auf ihre Lokalisation liel3

Unterschiede erkennen. Im Gegensatz zum endoskd#los konnten periostal im rigiden

System signifikant (p=0,009) mehr Gefal3e nachgemiegerden (Abb. 37). Die Unterteilung in

den Osteotomiebereich (zentral) und peripheren i@ereler ROl zeigte &hnliche Gefal-

verteilungen zwischen den Fixateurgruppen (Abb. 38)
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Abb. 37 (links): Periostale und endostale Vaskularisierung des Bgdlwebes nach rigider und kritischer Fixation

(p*=0,009).

Abb. 38 (rechts):Periphere und zentrale Vaskularisierung des Kadlusdpes nach rigider und kritischer Fixation.

-60 -



Ergebnisse

Generell wurde die Gefalidichte durch die Anzahlldeinen BlutgefalRe bestimmt (Abb. 39).
Zeigte die Anzahl der kleinen Gefal3e bezogen aefRindegewebsflache im Kallus keine
Unterschiede zwischen den Fixateursystemen (Abp,. fa@den sich bei der differenzierten
Betrachtung periostal (Abb. 40) signifikant (p=@@nehr kleine Blutgefal3e in der rigiden im
Vergleich zur kritischen Fixateurgruppe.
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Abb. 39 (links): Gefalidichte im Kallusgewebe differenziert nach @xbRe unter rigider und kritischer
Fixateurversorgung (p*=0,031).

Abb. 40 (rechts): Gefal3dichte im periostalen Kallusgewebe differemzieach der GroRe unter rigider und
kritischer Fixation (p**=0,009, p*=0,031).

Innerhalb der Fixateurgruppen lieRen sich ebenfadisifikante Unterschiede nachweisen. So
zeigten die Tiere mit kritischer Fixateurversorgusrglostal tendenziell (p=0,063) eine hdhere
Vaskularisierung als periostal (Abb. 37). Bei deetfchtung der gréfienspezifischen
GefalRverteilung fiel in der rigiden Fixateurgrupgi@ statistischer Unterschied auf. Es lie3en
sich im Osteotomiegebiet mehr kleine als groRe @eféinden (Abb. 39, Abb. 40). Die
Versorgung mit dem kritischen Fixateur externe teeidiesbezuglich lediglich einen starken
Trend (p=0,063).

4.3.4 Zusammenfassung der Immunhistochemie
Im vier Tage alten Frakturhamatom fanden sich imnmstochemisch wedet-SMA- noch
Coll 1I- oder CTR-positive Zellen.

Nach der Hamatomentnahme und einer weiteren Standze zehn Tagen lie3en sich nur
vereinzelt flachenmaRig kleine Knorpelzellen uméaske Inseln im Osteotomiegebiet
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nachweisen. Diese Zellen waren, wenn Uberhaupt anoldn, periostal auf Hohe des
Osteotomiespaltes zu finden.

Das Osteoklastenaufkommen konzentrierte sich elberdaf das periostale Osteotomiegebiet.
Die Anzahl im endostalen und zentralen Bereich dagegen verschwindend gering. Kortikal
konnten innerhalb der Region of Interest keine thuf@iede zwischen den Fixateurgruppen
ausgemacht werden, wohingegen die Dichte trabekul&ritischen System tendenziell erhdht

war.

Die unterschiedliche Fixateurversorgung fuhrte irstgdtomiegebiet zu keinen signifikanten
Unterschieden hinsichtlich der GefaRanzahl bezogeh die Gesamtbindegewebsflache im
Kallus. Eine differenzierte Betrachtung zeigte jelulan periostalen Kallusgebiet eine signifikant
geringere GefalRdichte nach kritischer Fixationrash rigider. Diese Ergebnisse konnten auch
bei der Unterscheidung der GefaRgrof3e fur kleinggefalle bestatigt werden. Generell war
festzustellen, dass sowohl bei der gesamten alb &ec der differenzierten Betrachtung
signifikant mehr kleine als groRe Gefal3e im rigidgystem zu finden waren. Im kritischen

Fixateursystem zeigte die grol3enspezifische Geftdikang lediglich einen starken Trend.
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5 Diskussion

Die Frakturheilung und ihre bestmdgliche Versorguwtghen schon seit vielen Epochen im
Fokus der Forschung. Trotz aller therapeutischeris€laritte zeigt der klinische Alltag in
Deutschland derzeit bei ca. 10-20 % der FrakturettuHgsverzdgerungen [52]. Diese Tatsache
und der Wunsch des Patienten nach immer schnelRebabilitation ohne Funktionsverlust
rechtfertigt auch heutzutage noch die unfallchikgige Grundlagenforschung zum besseren

Verstandnis der Frakturheilung.

Ziel dieser Studie war es, Kenntnisse uber denli&sfmechanischer Rahmenbedingungen auf
die initiale Phase der Frakturheilung zu gewinndierzu wurde in der frihen Heilungsphase
einer standardisierten Osteotomie am Schafmodell Abhangigkeit von definierten
biomechanischen Bedingungen das entstandene Hamatdfernt und hinsichtlich der
Expression bestimmter knochenheilungsrelevantarlagayischer Faktoren molekularbiologisch
analysiert und histologisch charakterisiert. Zugéiz erfolgte eine histologische und
immunhistochemische Analyse des RegeneratgewebsisWWachen nach der Osteotomie unter
Berucksichtigung der Hamatomentnahme sowie der amsthen Rahmenbedingungen.

Die eingangs formulierte Hypothese, dass die Bidrarik bereits wahrend der initialen Phase
der Frakturheilung als wichtiger Einflussfaktor @uert, konnte fir den vierten Tag des
Heilungsverlaufes nicht eindeutig bestatigt werdéwar wurde die Expression von zwei der
betrachteten regulatorischen Faktoren (IL-6 und MM durch die unterschiedlichen
mechanischen Bedingungen signifikant beeinflusstdogh konnten die dazu aufgestellten
Vermutungen nicht verifiziert werden. Im Vergleictur rigiden Fixation kam es unter
mechanisch-kritischen Bedingungen zu keiner erigezir Hochregulation der Expression der
untersuchten Wachstumsfaktoren und zu keiner v&tstét Hochregulation der Expression der
untersuchten inflammatorischen Zytokinger Vergleich beider Gruppen zeigte beziglich des
Zytokins IL-6 und der Matrix Metalloproteinase MME3- eine signifikant geringere mRNA-
Synthesainter mechanisch-kritischen Rahmenbedingungen.

Die zweite Hypothese lautete, dass mechaniscls&néd Rahmenbedingungen die Heilung
verzogern. Hierzu konnten histomorphologisch ketaessagen getroffen werden. Vergleiche
mit der Vorgangerstudie von Schell al. [130], in der ein identisches rigides Fixateursyst
verwendet wurde, zeigten, dass die als verzogestkimty angesehene schlechte Kallusgewebs-
bildung mit wenig organisiertem Gewebe im Osteotmpalt allein durch die Entfernung des
FrakturhAmatoms vier Tage nach der Osteotomie imeremaximalen Auspragung (99%
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bindegewebiger Anteil im Kallus) hervorgerufen wewrdie immunhistochemische Auswertung
des Regeneratgewebes konnte die zusatzlich gefendéspekte einer verzogerten Heilung
jedoch bestéatigen. Verglichen mit der rigiden Osyathese fuhrten die erhohten
interfragmentaren Bewegungen zwei Wochen nach daedbmie zu einer signifikanten
Reduzierung der Gefal3dichte und zu einer tendéezirh6hung des Osteoklastenaufkommens
im Kallusgewebe.

Werden die Ergebnisse der vorliegenden Studie emt\tbrgangerstudien von Lienatial.[75]
bzw. Schellet al. [130], in denen ein identisches rigides Fixatestesy zur Anwendung kam,
verglichen, scheint auch die Ausraumung des viegeTalten Frakturhamatoms einen
heilungsverzdogernden Einfluss, bezogen auf die [Gafad Osteoklastendichte, zu besitzen. So
trifft auch die letzte Hypothese, dass die Entfagpndes Hamatoms die Frakturheilung verzégert,

ZU.

51 Material und Methoden

5.1.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau dieser Arbeit basierte auf dancentrum fir Muskuloskeletale Chirurgie
der Charité — Universitatsmedizin Berlin etabliart&€iermodell aus dem Jahr 2003 [65].
Nachfolgende Studien der Arbeitsgruppe [75, 76,,1B81] orientierten sich an diesem
experimentellen Frakturmodell, bei dem an der mthTibia eine Osteotomie mit einer
SpaltgroRe von 3 mm durchgefihrt wurde. Die medMbtmntageebene des Fixateur externe
wurde auf Grund der glnstigen anatomischen Gegelienhgewahlt. Ohne Traumatisierung
des umliegenden Weichteilmantels konnte hier ddsd@@gnthesematerial angebracht werden, so
dass eine standardisierte komplikationslose Heilengicht wurde. Auch Studien anderer
Arbeitsgruppen [4, 49], die Aspekte der Fraktunmag am Schafmodell untersuchten, basierten
auf einer Osteosynthese an der rechten Tibia ureireB mm breiten Osteotomiespalt.

Die in dieser Studie gewahlte Distanz zwischen Hiawk Fixateurstange unterschied sich je nach
Fixateur. Tiere, die mit dem rigiden System versevgrden, wiesen einen Abstand von 15 mm
auf. Die Stange des kritischen Fixateur externede/#0 mm von der Haut entfernt montiert.
Dies beruht auf der Tatsache, dass je groRer dstaAth zwischen der Tibia und dem Fixateur
ist, desto instabiler werden seine Eigenschafté). [3o wurde eine zusatzliche Mdglichkeit
genutzt, das kritische System noch instabiler Ataien.
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5.1.2 Operation

Die Operation der Schafe verlief komplikationsldsediglich bei der Durchtrennung der
Kortizes kam es vereinzelt zu Knochenabsplitterang®iese konnten anhand von
Rontgenaufnahmen direkt postoperativ nachgewiesemiem. Die langlichen bis dreieckigen
Knochenfragmente zeigten sich auch in den histetdgin und immunhistochemischen
Praparaten. Im Bereich der Splitter fand sich heispeise eine vermehrte Anzahl an
Osteoklasten und damit einhergehend erhdhte ReésmmspbrgangeSo scheint es, dass die

Knochenabsplitterungen Einfluss auf die Fraktutralnehmen.

5.1.3 Sagen

Zum Entnahmezeitpunkt der Tibiapraparate zwei Wochach der Osteotomie waren im
Osteotomiespalt vorrangig bindegewebige Struktuwed Hamatomgewebe zu finden. Die
Frakturenden wurden somit nur von labilen Gewebgd®ii zusammengehalten. Die dreitagige
Fixierung in einer formaldehydhaltigen Losung erirgdge eine problemlose Gewinnung der
Praparate aus der Gruppe mit der rigiden Fixatesovgung. Im kritischen System waren die
Gewebebricken noch labiler, so dass es beim Ségereingelt zu Rissen im

Osteotomiespaltgewebe kam. Das kritische Systera jg@och noch ein weiteres Problem auf.
Durch die zugelassene initiale Scherung von 9,5 stamden die Frakturenden nicht mehr in
einer Ebene. Trotz Anpassung der Sagevorgange @nRdntgenbilder wurden Praparate

gewonnen, auf denen nicht alle vier Kortizes ireefBbene lagen.

514 Molekularbiologie

Die RNA-Gewinnung basierte auf der Menge von 1 gtévlal. Jedoch unterschieden sich

sowohl das Frakturhdmatom als auch das periphareiBlihrer Konsistenz. Dies zeigte sich

besonders bei der photometrischen Messung der REAgK|, die zum Teil groRe Unterschiede
zwischen den Proben lieferte. Das bedeutet, daskemneinzelnen Ausgangsmaterialien eine
unterschiedliche Menge an Zellen vorhanden wars®ikatsache konnte bei der Umschreibung
in cDNA durch eine angepasste RNA-Menge ausgegligterden. Zusatzlich zeigte sich bei der
photometrischen Messung, dass die Ratio der Probeoberen Grenzbereich lag. Die Ratio

steht fur den Grad der Verunreinigung der jeweiliggrobe und sollte zwischen 1,5 und 1,8
liegen. Wird dieser Wert Uberschritten, so lasseh seben der isolierten RNA noch weitere
Zellbestandteile, sprich Verunreinigungen finden.

Die Quantifizierung des Expressionsmusters derrsmthiten Faktoren mittels Real-time PCR
erfolgte relativ, wobei die Expression der Zielgenat Hilfe eines nicht regulierten
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Referenzgens, in diesem Fall GAPDH, normalisiertdeu Dabei werden nicht die absoluten

Ausgangskonzentrationen bestimmt, sondern die Egmme des zu untersuchenden Gens wird
auf das zweite ubiquitar und homogen exprimiert& Gezogen. Der Vorteil dieser Methode

liegt in der Reduzierung der Varianz der Expressogebnisse. Matrixeffekte, unterschiedliche
RNA-Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei der Been Transkription innerhalb eines Laufes
betreffen sowohl den untersuchten Faktor als aastReferenzgen [111].

Die im Blut untersuchten Faktoren lagen im Gegengaim Frakturhdmatom zu nah an der
Nachweisgrenze, so dass eine anschliel3ende rel@tnmtifizierung der Genexpression im
peripheren Blut nicht erfolgte. Demnach konnte ier drorliegenden Arbeit auf keinen
Ausgangswert Bezug genommen werden, um einen \felngtevischen der mRNA-Synthese im

Blut und der Expression im Frakturhamatom zu eenel

5.1.5 Histologie

Ziel in der Erforschung der Frakturheilung ist d&®rstandnis der dreidimensionalen
Verhéltnisse [104]. Um dieser dreidimensionalen ikhing néaher zu kommen, wurden fur die
Histologie Serienschnitte aller Knochenproben amdgigt und jeweils drei Préaparate mit

annadhernd gleichen Abstanden untereinander fihasevertung herangezogen.

Ein qualitatives Problem ergab sich bei der Safrafrange/Lichtgrin-Farbung zur
Knorpeldarstellung. Durch eine unzureichende Ebtfdg, die trotz mehrfacher
Protokollanderungen nicht behoben werden konntltest sich neben dem Knorpel auch
bindegewebige Strukturen rot dar. Diese Tatsachehtaeaeine histomorphometrische Analyse
unmadglich. Um den Knorpelanteil nach der 14-tagi§éndzeit dennoch bestimmen zu kdnnen,
wurde zusatzlich Kollagen-Typ Il, der Hauptbestaildtdles Knorpels, immunhistochemisch

gefarbt.

Eine potentielle Fehlerquelle stellte die Regionirdakrest dar. Obwohl sie in ihrer Hohe mit
12 mm, jeweils 6 mm von der Mitte des Osteotomikkspaus gesehen, fest definiert war, wurde
sie in ihrer Breite durch die vom Untersucher zukiggende maximale Kallusbreite festgelegt.
Durch diese Definition war es mdglich, die ROI d&allusgewebsausdehnung anpassen zu
kénnen. Auch andere Arbeitsgruppen [24] nutzter &enutzerdefinierte Breitenanpassung der
ROI.

5.1.6 Immunhistochemie

Als Grundlage fur die Gefal3zdhlung diente eine iBtudn Claest al [24] aus dem Jahr 2002.

Sie basiert auf der Unterscheidung zwischen kleimeittleren und grof3en Gefal3en. Diese
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Einteilung wurde in der vorliegenden Arbeit vereictit, so dass nur zwischen kleinen Gefal3en
mit einem daulR3eren GefalRdurchmesser von < 40 pm gm@en mit einem aulReren
GefalRdurchmesser von 40 um unterschieden wurde. Da fur die Immunhistatde keine

Serienschnitte angefertigt wurden, zeigt die Zafploar ein zweidimensionales Bild.

Als problematisch erwies sich lediglich die Ausweq der Kollagen-Typ Il-positiven

Knorpelareale. Nach der Entfernung des Frakturh@amstvier Tage nach der Osteotomie war
nach der insgesamt 14-tdgigen Standzeit nur wemigrpel im Osteotomiegebiet vorhanden.
Diese sehr keinen Areale machten eine histomorpti@oieen Analyse unmoglich. Es erfolgte

somit nur eine deskriptive Beurteilung des Knorpgbommens.
5.2 Ergebnisse

5.2.1 Molekularbiologie

Die Frakturheilung ist ein komplexer und multifalkedler Vorgang, der durch das
Zusammenspiel unterschiedlicher Zellsysteme, régigaher Faktoren und extrazellularer

Matrixproteinen gesteuert wird.

Unabhangig vom Fixateursystem fand sich im viereTalgen Frakturhdmatom die mRNA jedes
des in der vorliegenden Studie untersuchten regiidahen Faktors. Diese Ergebnisse stehen im
Konsens mit der Literatur (siehe Stand der Wisdwafc Der Vergleich zwischen den Systemen
(rigide versus kritisch) zeigte jedoch nur beziyglides Zytokines IL-6 und der Matrix
Metalloproteinase MMP-13 eine signifikant geringeexpression unter den mechanisch-
kritischen Rahmenbedingungen. Zuséatzlich konnte ¢emdenziell erniedrigte mRNA-Menge

des Bone Morphogenetic Proteins BMP-4 im kritiscBgatem nachgewiesen werden.

Die Arbeitsgruppe um Ralph Meyer [33, 85, 87] bédtbte sich ebenfalls mit der verzégerten
Frakturheilung und den daraus resultierenden Amdgu in der Genexpression. Die verzégerte
Heilung wurde jedoch nicht durch biomechanische hRatbedingungen, sondern durch das
Alter der Versuchstiere geschaffen. In einer Fradtudie an der Ratte fanden Metral. [86]
heraus, dass alte Ratten eine verlangerte Heileitgamfweisen als junge Tiere. Auf dieser
Erkenntnis basierte ihr Modell. Die gesetzten Festhaftfrakturen der Tiere, die ein Alter von
sechs Wochen bzw. 12-15 Monate besal3en, wurdeDrnalitten versorgt. Nach jeweils einer,
zwei, vier und sechs Wochen wurde das entstandesgeriRratgewebe gewonnen und
aufgearbeitet. 2001 verdffentlichten Meyer und seMitarbeiter [87] unter anderem die
Ergebnisse der Expressionen von BMP-2, BMP-4 untlIC&ieben Tage nach der Osteotomie
zeigte sich kein differenzielles Expressionsmuster Coll 11 und BMP-2 zwischen jungen und
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alten Tieren. Lediglich die mRNA von BMP-4 wies loein alten Ratten eine tendenziell erhdhte
Expression auf. 2003 erschien eine NachfolgerstuaiieDesakt al.[33], die ebenfalls auf dem
Altersunterschied der Versuchstiere basierte. Nelsnbereits zuvor veroffentlichten BMP-2-,
BMP-4- und Coll ll-Ergebnissen wurden in dieser dituunter anderem auch die zeitlichen
Expressionsmuster von BMP-7, IGF-1, IL-1, IL-6, PBG GFf und VEGF betrachtet. Eine
Woche nach der Osteotomie fand sich nur bei ILresanifikanter Unterschied. Die mRNA des
Zytokins wurde von den alten Tieren verstarkt sgtifliert. Im selben Jahr veroffentlichten
Meyer und seine Mitarbeiter [85] unter anderem Higebnisse der Expressionsanalysen der
regulatorischen Faktoren BMP-2, BMP-4, BMP-7, GblITGF- B und VEGF. Als Unterschied
zu den Vorgangerstudien betrachteten sie in diageeit zusatzlich einen friheren Zeitpunkt
der Frakturheilung. Drei Tage nach der Osteotoneigten die alten Ratten eine signifikant
erniedrigte mMRNA-Synthese der Faktoren BMP-2 unlil ICo

In der vorliegenden Studie konnten keine Unterstehi@r das Bone Morphogenetic Protein und
das extrazellulare Matrixprotein gezeigt werdenr an Meyeret al. [87] gesehene Trend des

BMP-4 zur erhbhten Genexpression unter verzogettttung war auch im vier Tage alten

Frakturhamatom nachweisbar. Ein signifikanter Usibred in der Expression des Zytokins IL-6
fand sich auch in der vorliegenden Studie. Jedoahdie mMRNA-Synthese in der Gruppe der
verzogerten Heilung nicht erhdht, sondern ernieédbgese zum Teil abweichenden Ergebnisse
konnten auf der Verwendung unterschiedlicher SgefiRatte versus Schaf) sowie der
Betrachtung unterschiedlicher Untersuchungszeitfguasieren. Dartber hinaus wichen die
Methoden zur Erzeugung einer verzégerten Fraktlungistark voneinander ab. Meyer und
seine Mitarbeiter nutzten die durch das Alter hegeoufene physiologische Verzégerung der
Frakturheilung, wohingegen die vorliegende Studme Taeren gleichen Alters durchgefihrt

wurde. Eine Verzdgerung der Heilung wurde durchldemechanischen Rahmenbedingungen
geschaffen.

IL-6 war das einzige der untersuchten Zytokine, daeen signifikanten Unterschied in der
Genexpression aufwies. Diese Tatsache lasst siclmit deerklaren, dass andere
proinflammatorische Zytokine, wie IL-1 und TNF-bereits ab dem ersten Tag nach einer
Verletzung exprimiert werden, gefolgt von IL-6 [14Diese zeitlich festgelegte Abfolge in der
Synthese der Zytokine kann auch fur die Interpi@teder in der vorliegenden Studie gemachten
Ergebnisse herangezogen werden. Es scheint, dass Taeige nach der Osteotomie die
Genexpression des IL-6 im kritischen System nochtnhr Maximum erreicht hat, erkennbar an

der signifikant erniedrigten mMRNA-Synthese in dmas&ystem verglichen mit der rigiden
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Fixateurversorgung. Die proinflammatorischen Zytekidie bereits zu Beginn einer Verletzung
exprimiert werden, weisen demnach keine signifikantWerte mehr auf. Das in der
vorliegenden Studie untersuchte Zeitfenster istflniezu spat. Somit scheint es, dass es durch
erhohte interfragmentare Bewegungen nicht wie in dimgangs formulierten Hypothesen zu
einer verstarkten Hochregulierung der GenexpresdemZytokine kommt, sondern zu einer
verzogerten. Der Peak in der Expression im krigsclSystem kdnnte demnach zu einem
spateren Zeitpunkt nachweisbar sein, wenn im rigi@gstem die Zytokinexpression bereits

wieder nachlasst.

Neben den Zytokinen spielen auch die Wachstumgfaktoin der frihen Phase der
Frakturheilung eine wichtige Rolle. Die mRNA von BM! ist bereits 12 Stunden nach der
Fraktur im Hamatom detektierbar [91] und zeigtedar vorliegenden Studie als einziger der
untersuchten Wachstumsfaktoren einen Trend in Bagdfiglie eingangs formulierte Hypothese,
dass kritische Rahmenbedingungen vier Tage nachOdezotomie zu erniedrigten mRNA-
Werten im Vergleich zum rigiden System fiihren. BMIRasst sich als eines der ersten
Wachstumsfaktoren nach einer Fraktur nachweisedass zu dem in dieser Studie untersuchten
Zeitpunkt bei den anderen Faktoren noch kein Essflider biomechanischen Rahmen-

bedingungen auf das Expressionsniveau sichtbar ist.

Fang und seine Mitarbeiter [39] entwickelten einugi@odell des craniofacialen Skeletts, um
Faktoren aufzudecken, die fir die abnormale Frakilung, besonders der
Pseudarthrosebildung, verantwortlich sind. Hierzurde die Osteotomie der Mandibula mit
einem speziellen Fixateur externe versorgt, dee &istraktionsvorrichtung aufwies. Um die
Frakturheilung zu verzogern, wurden die Frakturendef 3,2 mm distrahiert. Fir die normale
Heilung erfolgte die Distraktion schrittweise UH&0 Stunden. Sie untersuchten unter anderem
die Genexpression von OPN. Funf Tage nach der @sté® fanden sich erniedrigte mRNA-

Werte bei der verzégerten im Vergleich zur normadefiung.

Unabhangig von der Frakturheilung untersuchteniTerd seine Mitarbeiter [144] den Einfluss
von mechanischem Stress auf den gesunden Knocheh dim daraus resultierenden
Expressionsdnderungen des OPN-Genes. An einem MateH der Ratte brachten sie im
interradikularen Septum der Wurzel des ersten Molaelastische Bander an. Dieser
mechanische Stress rief auch noch vier Tage nacMdeipulation erhdhte mRNA-Werte des
extrazellularen Matrixproteins hervor. In der vegenden Studie fanden sich keine Unterschiede

im Expressionsmuster zwischen dem kritischen umad digiden System bezogen auf das OPN.
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Zwar sind die betrachteten Zeitpunkte vergleichiEtoch unterscheiden sich die angewandten
Methoden und die daraus resultierenden untersatieati Expressionsmuster des extrazellularen

Matrixproteins.

FUr den Faktor TNFe finden sich in der Literatur im Zusammenhang net derzégerten

Frakturheilung keine Studien, die die Genexpressintersuchten. Shahidul Islam und seine
Mitarbeiter [59] quantifizierten das Protein im ©stomiegebiet mit Hilfe immunhisto-

chemischer Farbungen. Ein Osteoporosemodell dee Rig¢nte ihnen als Grundlage fur die
verzogerte Heilung. Im Vergleich zur Kontrollgruppar eine Woche nach der Osteotomie kein
signifikanter Unterschied in der TN&Expression zu finden. Auch im vier Tage alten
FrakturhAmatom konnte kein differenzielles Expm@ssimuster zwischen den Fixateurgruppen

nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse von Shahidul Islahal. basieren auf einem anderen Modell. Nicht die $tabi
des Osteosynthesematerials, sondern die bei deeo@sbse vorherrschende reduzierte
Knochensubstanz verzogerte die Frakturheilung. Demnzeigten die Ergebnisse einen

ahnlichen Trend.

Auch CYR61 wurde gegenwartig nur immunhistochemiscii Proteinebene nachgewiesen.
Lienau und Mitarbeiter [76] untersuchten die Logation des extrazellularen Matrixproteins
sowie die GroRRe des resultierenden immunpositidéchenanteils im Osteotomiegebiet. Das
zugrunde liegende Frakturmodell setzt sich aus rseciiéedlichen mechanischen
Rahmenbedingungen (rigide versus semirigide) zusamdie auf das Osteotomiegebiet wirken.
Lienauet al. konnten zeigen, dass durch vermehrte interfraginerBewegungen zwei Wochen
nach der Osteotomie ein deutlicher Trend zum eriggh immunpositiven Flachenanteil im

Vergleich zur rigiden Osteotomiefixation hervordgeru wurde. Im vier Tage alten

Frakturhamatom fanden sich noch keine Unterschiedd#er Genexpression des CYR61. Der
untersuchte Zeitpunkt ist vermutlich auch hierflirfiih.

Der Einfluss von biomechanischen Rahmenbedingungeh das Expressionsmuster des
Transkriptionsfaktors HIFd wurde gegenwartig nur auf immunhistochemischer nEbe
bestimmt. Pufe und seine Mitarbeiter [115] setzkarorpelscheiben einmalig einer starken
Kompression aus. Vier Tage nach der mechanischeerbelastung filhrten sie eine
immunhistochemische Analyse durch. Sie fanden esniebhte Anzahl HIF-d-positiver

Chondrozyten im Vergleich zu den Knorpelscheibea kéiner Kompression ausgesetzt waren.
Die Ergebnisse bestéatigen, dass H&F-ficht nur durch Hypoxie, sondern auch durch

mechanischen Stress stabilisiert wird [63]. Denndaimden sich im vier Tage alten
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Frakturhamatom keine Unterschiede in der Genexioredsezogen auf die biomechanischen
Rahmenbedingungen. Dies liegt vermutlich am betedeh Zeitpunkt. Vier Tage nach der
Osteotomie sind neben den Erythrozyten nur wenighe@ im Hamatom zu finden (siehe
Ergebnisse der histologischen Auswertung des Frifadttoatoms), vor allem nicht die der Studie
von Pufeet al zugrundeliegenden Chondrozyten. Ebenfalls nientustellen waren Gefalde, als

Reaktion auf die bestehende Hypoxie.

Neben HIF-L betrachteten Pufe und seine Mitarbeiter unter @mleuch die Proteinverteilung
der Matrix Metalloproteinase MMP-13 in den Knorm#isiben. Die mechanische Uberbelastung
fuhrte zu einer Erh6hung der immunpositiven Chongen im Vergleich zu den nicht
beeinflussten Scheiben. Im vier Tage alten Fralimdtom konnte durch erhéhte
interfragmentare Bewegungen eine erniedrigte Gawesspn nachgewiesen werden. Jedoch
stehen die Ergebnisse in keinem Zusammenhang. lhm&a der vorliegenden Studie fanden
sich vier Tage nach der Osteotomie keine, der Arben Pufeet al zugrunde liegenden,
MMP-13 exprimierenden Chondrozyten. Im Rahmen dektarheilung wird MMP-13 in der
Phase des weichen Kallus von den hypertrophen Cbpyign exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt
spaltet die Proteinase vor allem Kollagen-Typ H die knorpelige Matrix abzubauen und das
Remodeling des Kallus zu initiieren. Dennoch wiid cthRNA des MMP-13 in der initialen
Phase der Frakturheilung, in der noch kein KnommeFrakturgebiet zu finden ist, synthetisiert.
Hiller und seine Mitarbeiter [57] fanden heraus,sslaunter anderem diese Matrix
Metalloproteinase den Abbau des Fibrinogens durcimene plasminunabhangigen
Fibrinolysemechanismus unterstitzt und somit wéahrerflammatorischer Reaktionen eine
wichtige Rolle spielt. Auch in der vorliegenden @uuliel sich wahrend der inflammatorischen
bzw. initialen Phase der Frakturheilung eine mRNA&tBese des MMP-13 nachweisen. Darlber
hinaus konnte auch gezeigt werden, dass die Gesmsipn nicht nur wahrend der Phase des
weichen Kallus [115], sondern auch initial von aeechanischen Rahmenbedingungen abhangt.

Generell fiel auf, dass nicht bei jedem Tier eindRNW-Synthese aller untersuchten
regulatorischen Faktoren im vier Tage alten Frdddaoratom zu finden war. Auch die Menge,
die nachgewiesen werden konnte, unterschied sidaesCund seine Mitarbeiter [25]

beobachteten diese individuellen Unterschiede d@kikbsverlaufs ebenfalls in einer klinischen
Studie an 100 Patienten mit Tibiaschaftfrakturere &rklarten dieses Phanomen mit der
Tatsache, dass der Prozess der Frakturheilung @imehVielzahl an Faktoren beeinflusst wird.
Dazu zéhlen unter anderem das Alter, GrunderkragdmnMedikamenteneinnahmen sowie

Frakturlokalisation und die Osteosynthesestahillli meisten dieser Faktoren konnten in der
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vorliegenden Studie durch das standardisierte Tadeth ausgeschlossen werden. Dennoch gibt
es auch bei den Versuchstieren immer noch indiVielugnterschiede, auf die kein Einfluss
genommen werden kann. Lediglich eine Vergro3eruag Fhllzahl wirde die individuellen

Unterschiede im Heilungsverlauf minimieren.

Eine Betrachtung der im Frakturhdmatom untersucliaktoren auf Proteinebene war nicht
maoglich. Gegenwartig existieren keine schafspechiftn Antikorper flr diese regulatorischen
Faktoren, so dass keine Aussagen Uber die im Fraekhatom wirkenden Proteine bzw. deren
Menge gemacht werden konnten. Zum Nachweis dessHnationsproduktes diente die Real-
time PCR, eine amplifizierende Methode. Sie isttdlitler Wahl, um Gene nachzuweisen, die
nur von wenigen Zellen bzw. auf einem geringen Bivexprimiert werden [10]. Obwohl dies
auf die vorliegende Arbeit zutraf, weisen solchaid&in einen grof3en Nachteil auf. Die
Anwesenheit von mRNA korreliert nicht unbedingt ndiér Produktion und Sekretion der
entsprechenden biologisch aktiven Proteine [19].Arganismus vorhandene Kontrollsysteme,
wie die RNasen, beeinflussen die Proteinsynthesenmnalem sie bereits synthetisierte mRNA
abbauen, bevor eine Translation stattgefundenDetiber hinaus werden bestimmte Proteine,
wie z.B. MMPs als inaktive Vorstufen gebildet, deest im Verlauf aktiviert und damit
biologisch wirksam werden. Posttranslationale Méédifonen, wie die Ubiquitinylierung,
beeinflussen ebenfalls die Proteinmenge durch deaud resultierenden vorzeitigen Abbau.
Diesem Regulationsmechanismus unterliegt beispaéamHIF-1, das im Rahmen einer Studie
von Komatsu und Hadjiargyrou [67] differenzierteretiachtet wurde. Das bei einer
Femurschaftfraktur entstandene Hamatom bzw. dardacaus bildende Kallus untersuchten sie
mittels Real-time RCR, Western Blots und immunhikmische Farbungen im zeitlichen
Verlauf. Sowohl die HIF-&-mRNA als auch das Protein wiesen zehn Tage nac®steotomie
einen Expressionspeak auf. Trotz der vielen Systeheedie Proteinsyntheserate beeinflussen
kénnen, zeigt die Studie von Komatsu und Hadjiavgydass das Expressionsniveau der mRNA
mit dem des Proteins korreliert.

Um einen Vergleich zu ziehen, wurden die Expressiorster der im Frakturhdmatom
untersuchten Faktoren zusatzlich préaoperativ inipperen Blut analysiert. Es konnte gezeigt
werden, dass die mRNA-Mengen im Blut gré3tenteilBesthalb der Nachweisgrenzen lagen.
Somit war eine Normalisierung der Werte, wie beid@ntdtom, nicht mdglich. Das periphere
Blut setzt sich aus Plasma und zellularen Bestdadteusammen. Diese Blutzellen werden
nach Morphologie und Funktion in drei Gruppen ueidr Erythrozyten, Thrombozyten und

Leukozyten. Die Erythrozyten sind zahlenmafig abeweren Blutzellen weit Uberlegen. Sie
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machen ca. 94% aus. Reife Erythrozyten enthaltetocje weder einen Zellkern noch
Zellorganellen, so dass sie keine mRNA synthegsidtnnen [78]. Die Thrombozyten besitzen
ebenfalls keinen Zellkern, verfligen jedoch Ubelingger Mengen mRNA, die noch von ihren
Vorlauferzellen, den Megakaryozyten, vorhanden sjh3]. Sie umfassen ca. 5,5% der
zellularen Blutbestandteile. Den geringsten Antatl ca. 0,2% machen die Leukozyten aus. Nur
diese sehr kleine Zellpopulation besitzt einen Kamnd kann eigenstadndig mRNA synthetisieren
[78]. Die Morphologie der zellularen Bestandteit&l@&rt die geringen, an der Nachweisgrenze
liegenden mRNA-Mengen des Referenzgenes im peephd@lut, so dass lediglich eine

Betrachtung der Rohdaten erfolgen konnte.

Die untersuchten Zytokine wiesen unterschiedlickpré&ssionsmuster auf. Die mRNA des IL-6
fand sich in keiner der Proben, die des IL-1 und=%oNnur in einigen wenigen. Lediglich das
TGF{; konnte auf mMRNA-Ebene bei jedem Tier im Blut namhigsen werden. Auch in der
Literatur finden sich Studien, die die mRNA diesgitokine im Blut nachgewiesen haben.
Mononukleare Zellen des peripheren Blutes syntieegis sowohl IL-1-, IL-6-, TNFe- [149] als
auch TGFB;-mRNA [126]. Eine mogliche Erklarung fur das fehlderbzw. geringe Vorkommen
in der vorliegenden Studie kdnnte die Konzentratiea Ausgangsmaterials sein, die im Verlauf

der Diskussion noch detaillierter besprochen wird.

Ein mRNA-Nachweis flur die untersuchten Wachstuntsiah IGF-1 und BMP-7 gelang bei
keinem Tier. Die mMRNA des BMP-2 und des PDGF-BB war vereinzelt in sehr wenigen
Proben detektierbar. Hingegen zeigten BMP-4 und MG mRNA-Vorkommen in mehreren
Blutproben.

Der Nachweis von Wachstumsfaktoren im peripherent Bst in den in der Literatur
beschriebenen Studien auf die Proteinebene limitidittels ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) kénnen im menschlichen BlU-1G PDGF und VEGF [61, 140]
detektiert werden. BMP-2 und BMP-4 lassen sich dagenicht im Serum finden [167]. Das

Vorhandensein von BMP-7 wurde derzeit noch nichérsucht.

Die mRNA der extrazellularen Matrixproteine Coll-ind OPN fand sich nicht im Blut.
Lediglich die des CYR61 konnte ganz vereinzelt gaetiesen werden. In der Literatur fehlen
Angaben zum Vorhandensein von Coll Il und CYR61penipheren Blut sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene. Das extrazellulare Matrbgome OPN dagegen wurde im Rattenmodell

mittels ELISA nachgewiesen [62].

Ein mRNA-Nachweis der Matrix Metalloproteinase MMB-gelang in keiner der untersuchten
Proben. Hingegen war die mRNA des TranskriptiortsiakHIF-1o in jedem Tier detektierbar.
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Oda und seine Mitarbeiter [95] zeigten, dass aunhhumanen Blut, genauer gesagt in
Monozyten/Makrophagen HIFel synthetisiert wird Einen Nachweis der Matrix
Metalloproteinase fuhrten Mercado und seine Mitdelne[149] mittels Real-time PCR. Sie
zeigten, dass die mRNA des MMP-13 von mononukle&fetlen des peripheren Blutes
synthetisiert wird. Dies steht im Gegensatz zu Begebnissen der vorliegenden Studie, bei der
in keiner Probe eine mMRNA-Synthese zu finden wats Ausgangsmaterial dienten
Mercadoet al. jedoch ausschliellich kernhaltige zellulare Blsthadteile und nicht wie hier das
gesamte periphere Blut, einschliel3lich Plasma urythEbzyten. Somit war die nachweisbare
MRNA-Konzentration pro Gramm Material generell mrert. Dies zeigte sich an den an der
Nachweisgrenze liegenden Werten der untersuchteiorféa, einschliel3lich des Referenzgenes.

Zusammenfassend hat sich gezeigt, dass im vier &tige Frakturhamatom eine Expression
aller untersuchten Gene dokumentiert werden konrder Einfluss biomechanischer
Rahmenbedingungen auf die mMRNA-Synthese ist zwedie&eitpunkt jedoch tberwiegend noch
nicht bzw. nicht mehr sichtbar. Im Vergleich beideixateursysteme lief3 sich lediglich
bezuglich MMP-13 und IL-6 eine signifikant geringemRNA-Synthese, bezuglich BMP-4 ein
Trend zu einer geringeren Expression in der Gruppé kritischer Fixateurversorgung
nachweisen. Die Analysen des praoperativ gewonnepenpheren Blutes zeigten im

Wesentlichen mRNA-Werte aul3erhalb der Nachweisgmenz

Die gewonnenen Ergebnisse weisen eine klinischevaek auf. Durch die im klinischen Alltag
haufig stattfindende Hamatomausraumung wird Gewelite hohem biologischem Potential
entfernt. Die Beseitigung des FrakturhAmatomsgem thereits zu diesem frihen Zeitpunkt viele
knochenheilungsrelevante Faktoren unterschiedecHstinktion exprimiert werden, kann nicht
ohne Einfluss auf den Heilungsverlauf bleiben. dbdstellt der untersuchte Zeitpunkt nur eine
Momentaufnahme in diesem Verlauf dar. So sind weitudien notwendig, um den Einfluss
biomechanischer Rahmenbedingungen auf die Genex@nes Uber den gesamten
Heilungsverlauf beobachten zu koénnen und um weitéaiktoren zu untersuchen bzw.

aufzudecken, die an diesem komplexen und multifaddten Prozess beteiligt sind.
5.2.2 Histologie

5.2.2.1 Frakturhamatom

Das vier Tage alte Frakturhdmatom zeigte in beifemteurgruppen eine sehr &hnliche
Morphologie. Erythrozytenkomplexe, die teilweiseratu Fibrinnetze aufgelockert wurden,

pragten das histologische Bild. Neben den Entzigskgilen fanden sich ganz vereinzelt Areale
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im Hamatom, die von Zellen infiltriert waren, digedEntzindungszellen in ihrer Grol3e
Ubertrafen, jedoch eine erniedrigte Kern-Zytoplagtetation aufwiesen. Bei diesen Arealen
handelt es sich vermutlich um die ersten Anzeiclden Granulationsgewebsbildung mit
Auftreten von Fibroblasten und Vorlauferzellen. Delnlende Nachweis voa-SMA-, Coll I1I-

und CTR-positiven Zellen im Hamatom bekraftigt di&ermutung, dass die

Hamatomorganisation zu diesem Zeitpunkt noch meht fortgeschritten ist.

5.2.2.2 2-Wochenzeitpunkt

Die biomechanischen Rahmenbedingungen spielen wilchtige Rolle im Verlauf der
Frakturheilung. Besonders die initial auf das FRuedgbiet wirkenden interfragmentaren
Bewegungen beeinflussen das Langzeitergebnis demigd65, 130].

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werdergssd nach vorausgegangener
Hamatomentfernung zwei Wochen post Osteotomie Ibgikch keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem rigiden und dem kritiscBgstem nachweisbar waren. Lediglich
die Gesamtkallusflache war nach der Versorgungdemt kritischen Fixateur externe tendenziell
groRer. Dennoch fuhrten beide Fixateure zu eineliéiten Gewebeverteilung im Kallus mit ca.
99% Bindegewebe und nur 1% mineralisiertem Knochargleiche mit der Vorgéngerstudie
von Schellet al.[130], in der das identischen rigiden Fixateursyszur Anwendung kam, das
auch in der vorliegenden Studie genutzt wurde,terjgdass die Hamatomentnahme vier Tage
nach der Osteotomie den Heilungsverlauf stark medeeinflusste. Der Kallus der Tiere, die
keine Manipulation am Hamatom erfahren hatten,destus ca. 45% Bindegewebe, ca. 45%
mineralisiertem Knochen und ca. 10% Knorpel [1¥he mogliche Verzégerung der Heilung

durch erhdhte interfragmentare Bewegungen bliebndemverborgen.

Im Gegensatz zu den bereits erwahnten Studienndier initial wirkenden interfragmentaren
Bewegung eine Beeinflussung der LangzeitergebrdsseHeilung sehen, wies McKibbin [84]
1978 in seiner Beschreibung Uber die Biologie dakfurheilung darauf hin, dass die primare
Kallusantwort im Wesentlichen unabhangig von demmachanischen Rahmenbedingungen sei.
Vielmehr wirde diese Antwort von dem biologischemtdatial des Frakturhdmatoms
vorangetrieben werden. Auch Mark und seine MitadndB0] konnten 2004 in einer Studie an
der Ratte zeigen, dass die Rigiditat in der frulidgilungsphase keinen Einfluss auf die
Knochenformation besitzt. Die unterschiedliche Exi&teifigkeit in vivo wurde durch die
Variation der Osteotomiespaltbreite bei identischerateursystemen geschaffen. Histologisch

fanden sich keine Unterschiede wéahrend der frihesktérheilungsphase. Marlet al.
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vermuteten daher, dass die Knochenformation invted der Art des Traumas und den daraus
resultierenden Modulationsprozessen, sowie vorDiiéerenzierung der Osteoprogenitorzellen
aufgrund biologischer Signale abhangt und nichtdenRigiditat der Fraktur.

Im Gegensatz dazu konnten Claes und seine Mitarb@?] in einer Studie am Schaf zeigen,
dass erhohte interfragmentéare Bewegungen zwar diedformation stimulieren, nicht aber die
Gewebequalitat. Sie fuhrten Osteotomien durch,ndieeinem speziellen Ringfixateur versorgt
wurden. Dieser liel3 kontrollierte interfragment8@wvegungen zu. Die Tiere erhielten abhangig
von ihrer Gruppeneinteilung drei unterschiedlichstedtomiespaltbreiten. Darauf wirkten
entweder groRe oder Kkleine interfragmentéare BewggunSo entstanden sechs Gruppen, die
nach neunwoéchiger Standzeit radiologisch und hogisth ausgewertet wurden. Clagisal.
sahen eine grofRere Kallusformation hervorgerufenhdarhdhte interfragmentare Bewegungen.
Jedoch wurde die Gewebequalitat nicht beeinfluBstse Ergebnisse konnten auch in der
vorliegenden Studie gesehen werden. Tiere, diedeit kritischen Fixateur externe versorgt
wurden, wiesen zum 2-Wochenzeitpunkt tendenzietie egroRere Kallusmenge auf. Die
prozentuale Zusammensetzung unterschied sich jeducht vom Kallus der rigiden
Fixateurgruppe, wobei dies eindeutig auf die Hamatatfernung zurtickzufihren ist.

Das Gewebe, dass 14 Tage nach der Osteotomie dagsgen Anteil im Kallus ausmachte, war
das Knorpelgewebe. Diese flachenmalig kleinen Arizadden sich, wenn Gberhaupt vorhanden,
periostal auf Hohe des Osteotomiespaltes. Palmdr agine Mitarbeiter [102] sehen den
Entstehungsort des Knorpels im Kalluszentrum, Zwgscden Fragmentenden. Dort sei die
Blutversorgung und demnach auch die Sauerstoffspanhmitiert. In der Hypoxie sehen auch
Probst und Spiegel [113] ein geeignetes Milieudi& Entstehung von Knorpelgewebe. In der
vorliegenden Studie fanden sich die ersten Knoghlelz bezogen auf die Longitudinalachse
zwar im Kalluszentrum, jedoch nicht zwischen deagrnentenden, sondern periostal. Scammall
und Roach [129] untersuchten am Kaninchen den Kaltler sich vier Wochen nach der
Osteotomie bildete. Aufgrund ihrer Beobachtungemegesie davon aus, dass sich Knorpel auch

in gut vaskularisierten Gebieten entwickeln kann.

Abweichend von dem ansonsten einheitlichen geringaorpelvorkommen konnten bei einem
Tier mit rigider Fixateurversorgung vermehrt Kndgaien nachgewiesen werden. Bei genauer
Betrachtung der histologischen Schnitte fiel eimgk abgesprengtes Kortikalisfragment,
verursacht durch das Setzen der Osteotomie, aef.vBimehrte Knorpelbildung in diesem

Kallus lieRe sich damit erklaren, dass durch dasgment selbst Umbauvorgange initiiert
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wurden. Die dadurch verstarkte Rekrutierung vonld(derzellen und Mediatoren aus dem Blut
konnte die Phase des weichen Kallus der Fraktunhgischneller einleiten.

Grundsatzlich wird in der Literatur kontrovers Ubelen Einfluss interfragmentarer
Scherbewegungen auf die Frakturheilung diskuti@dhon 1955 postulierten Yamagishi und
Yoshimura [162], dass sich Scherbewegungen nach&eif die Knochenheilung auswirken. Sie
versorgten transversale Osteotomien am Kaninchémmiberschiedlich rigiden Fixateuren. Die
Auswertung der radiologischen und histologischageBnisse bestatigte, dass Scherbewegungen
eine verzogerte Frakturheilung hervorrufen bzw. Bilelung einer Pseudarthrose unterstlitzen
kénnen. Aufgrund fehlender standardisierter Metmodst die Studie von Yamagishi und
Yoshimura jedoch kritisch zu beurteilen. Dennochiden ihre Ergebnisse durch eine Arbeit von
Augat und seinen Mitarbeitern [3] bestatigt. Augst al. versorgten am Schaf gesetzte
Tibiaosteotomien unter anderem mit einem Fixatetgrae, der eine maximale Scherbewegung
mit einer Amplitude von 1,5 mm erlaubte. Nach eiSé&ndzeit von acht Wochen erfolgte die
radiologische, biomechanische und histologische wauting. Als Vergleich diente eine
Fixateurgruppe, die eine axiale Beweglichkeit mitee Amplitude von 1,5 mm aufwies.
Bezugnehmend auf die Vergleichsgruppe zeigten Augatal, dass interfragmentéare
Scherbewegungen die Heilung verzégerten. Demgegersgibhen die Ergebnisse von Park und
seinen Mitarbeitern [105], die den Einfluss von &blewegungen auf die Frakturheilung am
Kaninchenmodell untersuchten. Die Tiere wurden ier vVGruppen eingeteilt. Nach der
Osteotomie erfolgte eine externe Fixation. Die @erp unterschieden sich in der auf den
Osteotomiespalt wirkenden Biomechanik. Der Kalluguf den interfragmentare
Scherbewegungen wirkten, wies das grof3te Volumdn Esi erfolgten auch histologische
Farbungen des Kallusgewebes. Eine histomorphoroedris Betrachtung der Kallus-
zusammensetzung blieb jedoch aus. Zusatzlich konReek et al. durch Torsionstestungen
zeigen, dass das Osteotomiegebiet zum 2-Wocheunnkttperglichen mit den anderen Gruppen
instabiler war. Trotz dieser anfanglich schlechtemechanischen Ergebnisse zeigte der gleiche
Kallus vier Wochen nach der Osteotomie die besteméchanischen Testergebnisse und damit
die grofRte Stabilitat. Park und seine Mitarbeitethenn somit in der interfragmentaren
Scherbewegung einen die Frakturheilung unterstdeeraktor. Auch in der vorliegenden
Studie haben groRRere interfragmentédre Bewegungen 22Wochenzeitpunkt tendenziell ein
groReres Kallusvolumen hervorgerufen, wobei bei idégralen Scherbewegung von 9,5 mm
nicht von einem stimulierenden Effekt auszugehdn Bereits initiale (3 Tage post OP)
Bewegungen von 0,8 mm fuhrten in der Studie vorebeimd Mitarbeitern [130] zu schlechten

Heilungsergebnisssen. Sie verglichen die Kallusétiom im zeitlichen Verlauf unter rigider und
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semirigider Fixation. In dieser Vorgangerstudie &uhaf wurde der Frakturkallus einer
Tibiaschaftfraktur in der zweiten, dritten, sechstend neunten Woche postoperativ unter
anderem histologisch ausgewertet. Zum 2-Wochenzeditp fanden sich weder in der
Kallusflache noch in dessen Zusammensetzung dignie Unterschiede zwischen den
Gruppen. Diese zeigten sich erst im Verlauf derkfar@eilung und manifestierte sich in
reduzierter Kallusstabilitat und -steifigkeit.

Doch nicht nur die biomechanischen Rahmenbedingungsondern auch eine
Hamatomausrdumung vier Tage nach der Fraktur wsigh auf das Kallusgewebe aus.
Verglichen mit der Vorgangerstudie von Schetllal. [130], wies das Regeneratgewebe zwei
Wochen nach der Osteotomie eine andere Zusammangedrf. Der Kallus der Tiere, die von
Schellet al. mit dem rigiden Fixateur externe versorgt wurdeer, auch in der vorliegenden
Studie zur Anwendung kam, bestand aus ca. 45% Bewlebe, ca. 45% mineralisiertem
Knochen und ca. 10% Knorpel. Die Hamatomentnahrae Vage nach der Osteotomie brachte
ein Regeneratgewebe hervor, das zum 2-Wochenzkttpus ca. 99% Bindegewebe und ca. 1%
mineralisiertem Knochen bestand. Knorpelzellen kenmur vereinzelt nachgewiesen werden.
Somit scheint eine Hamatomausraumung vier Tage dachFraktur die Kallusformation zu

verzogern.

Schon 1905 stellte Bier [8] fest, dass das Frakimdtom das ,nattrliche Verhaltniflr eine

Frakturheilung darstellt. Auch Cruess und Dumord] [@orachen dem Hamatom eine wichtige
Rolle zu. Sie sahen darin ein Gerlst, das die Featgnden untereinander verbindet. Brighton
[14] dagegen postulierte, dass es sich beim Friadaonatom lediglich um einen Abstandshalter

zwischen den Fragmentenden handele.

1990 betrachteten Mizuno und seine Mitarbeiter [@8 FrakturhAmatom zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. In einer Studie am Rattenmodell imfiaten sie Frakturhamatome zwei bzw. vier
Tage nach einer Femurschaftfraktur unter anderemem Glutealmuskel des entsprechenden
Tieres. Als Kontrolle dienten Blutgerinnsel aus ipeerem Blut, die ebenfalls implantiert
wurden. Eine radiologische und histologische Auswey erfolgte von der ersten bis zur vierten
Woche nach der Implantation. Das vier Tage altktirhdmatom zeigte eine intramuskulare
Knochenformation, die weder bei der Kontrollgruppech bei dem zwei Tage alten Hamatom
gesehen wurde. Daraus schlossen Mizenal, dass das Frakturhamatom vier Tage nach dem
Frakturgeschehen osteogenes Potential aufweist. Zage nach der Fraktur sei dieses Potential

noch nicht vorhanden.
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Auch Grundnes und Reikeras [51] untersuchten didevAaz des FrakturhAmatoms zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf die Heilung. Hrer Studie an der Ratte entfernten sie nach
30 Minuten, zwei bzw. vier Tagen das entstandenanati@m einer herbeigefihrten
Femurschaftfraktur. Vier Wochen nach der Osteotorfulgten die radiologischen und
mechanischen Auswertungen des Regeneratgewebes. Adsraumung des frihen
Frakturhamatoms, das noch keine Organisation zdigiete zu einer schnellen Reproduktion
des Hamatoms. Dieses besal? ein leicht eingescbsiogteogenes Potential. Das zwei bzw. vier
Tage alte Frakturhamatom dagegen wies Anfange vgar@sation auf. Eine Ausrdumung zu
diesen Zeitpunkten bedeutete die Entfernung degogshen Stimulus und damit die
Verlangerung der Frakturheilung.

Park und Mitarbeiter [106] untersuchten ebenfaiés Auswirkungen einer Hamatomentfernung
auf das Ergebnis der Frakturheilung. lhr Hauptaogek legten sie in ihrer Studie am
Kaninchen auf die wiederholte Ausrdumung. Als Gtagd dienten Tibiaosteotomien, die mit
einem externen Fixateur versorgt wurden. Die Tieteden in vier Gruppen aufgeteilt. Der
Kontrollgruppe entfernten sie nur im Rahmen derdaR frisch eingeblutete Hamatom. In den
anderen Gruppen folgten zuséatzliche Ausrdumungedrdten bzw. vierten Tag. Einigen Tiere
wurde das Hamatom wahrend der OP, am ersten uniteewieag nach der Osteotomie entfernt.
Wodchentlich erfolgten Auswertungen der Rontgen- u@dmputertomographie-Kontrollen.
Diese ergaben, dass je haufiger und je spater d&tuFhamatom entfernt wurde, desto haufiger
kam es zum Ausbleiben einer kallésen Bruckenbilduwmigchen den Fragmentenden. Zusatzlich
reduzierte sich auch der Anteil mineralisierten @bes im Kallus. Parkt al. demonstrierten
mit dieser Studie, dass wiederholte Ausrdumunges BEekturhamatoms abhangig vom

Zeitpunkt den Heilungsverlauf verzogern bzw. vedeim.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass biamieche Rahmenbedingungen einen
Einfluss auf die Frakturheilung besitzen. Kritisdhigateursysteme fiihren tendenziell zu einer
erhohten Kallusproduktion. Die Zusammensetzung Regeneratgewebes weist jedoch zwei
Wochen nach der Fraktur keine Unterschiede zundeigiSystem auf. Ob sich das im Verlauf
der Heilung andert, muss in weiteren Studien gekMerden. Eine vorangegangene
Hamatomentfernung scheint die Gewebezusammenseslengings stark zu beeinflussen. Statt
Bindegewebe und mineralisierter Kallussubstanz zieiclgen Teilen Uberwiegt der
bindegewebige Anteil. Klinisch bedeuten diese Engete, dass besonders die Entfernung des

Hamatoms, die zum Klinischen Alltag gehdrt, eingidahe Rolle in der Kallusentwicklung
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einnimmt. So sind weitere Studien notwendig, um Elidgen dieser Hamatomausrdumung im

weiteren Heilungsverlauf zu untersuchen.
5.2.3 Immunhistochemie

5.2.3.1 Osteoklasten

Bei der Frakturheilung spielen neben den dem Knoabh#au dienenden Osteoblasten auch die
Osteoklasten eine wichtige Rolle. Schon wahrend fdédren Entzindungsphase sind diese
Zellen im Frakturgebiet nachweisbar. Die Osteoklastesorbieren zu diesem Zeitpunkt das
durch die Fraktur entstandene nekrotische Knochealge [109].

Es konnte gezeigt werden, dass zwei Wochen nach Qigeotomie mit zuséatzlicher
Hamatomentfernung verglichen mit dem rigiden Systeem Trend zur erhdhten

Osteoklastendichte nach kritischer Fixateurversoggau finden war.

In der Literatur lassen sich zahlreiche Artikel tiloke Funktion der Osteoklasten und deren
Wechselwirkungen mit anderen Zellen, wie Osteoblastinden. Jedoch ist wenig Uber deren
Anzahl und Lokalisation wéahrend der Frakturheillogkannt. Ebenso fehlen Erkenntnisse tber
die Abhangigkeit der Osteoklastendichte von denmieichanischen Eigenschaften der

Osteosynthese.

Aro und seine Mitarbeiter [2] verotffentlichten 19%ne Untersuchung zur Osteoklasten-
Population wahrend der Frakturheilung in einem é&attodell. Die hochste Osteoklastendichte
wurde zwei Wochen nach der Osteotomie mit ansoatid®& Abnahme (ber den
Heilungsverlauf dokumentiert. Die Studie von Agbal. unterschied sich jedoch nicht nur im
Tiermodell von der vorliegenden Studie. Als Ostemlsgsematerial diente ein intramedulléarer
Nagel und fur die Quantifizierung der Osteoklasteig wurde der Empfehlung der ASBMR
(American Society for Bone and Mineral Researchi u®87 (Anzahl an Osteoklasten/mm
Oberflache) Folge geleistet. Diese Methode erlaabér nicht den Vergleich zwischen
kortikalem Knochen und den mineralisierten Knocledmgkeln im Kallus, weil die Oberflache
des mineralisierten Gewebes, bestehend aus Kastikal den davon ausgehenden Trabekeln,
nur in seiner Gesamtheit betrachtet werden kanhebDhasierte die Quantifizierung der Dichte
in der vorliegenden Studie auf der etablierten Mdéhvon Schell und Mitarbeitern [131], die
die Anzahl der Osteoklasten auf die jeweilige Kreadtiiche bezogen. Schell al. konnten am
Schafmodell ebenfalls zeigen, dass Osteoklasteronschéhrend der frihen Phase der
Frakturheilung eine wichtige Rolle spielen. Dieseordéingerstudie quantifizierte das

Osteoklastenaufkommen im zeitlichen Verlauf derkindneilung nach Versorgung mit dem
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rigiden Fixateur externe, der auch in dieser Studexwendung fand. Als methodischer
Unterschied ist die bildliche Darstellung der Zelleu nennen. Wéahrend Schell und ihre
Mitarbeiter die Osteoklasten mit Hilfe der TRAP-affrat resistant acid phosphatase) Farbung
nachwiesen, wurden diese Zellen in der vorliegererdie durch eine immunhistochemische
Anfarbung ihrer Calzitoninrezeptoren [112] darglist&chell et al. fanden unter dieser rigiden
Fixateurversorgung zwei Wochen nach der Osteotqaitostal ca. 1 Osteoklasten pro fmm
Knochen und endostal eine Dichte, die gegen Nulliszte. Unter rigider Fixateurversorgung
zeigten sich in der vorliegenden Studie sowohlgstal als auch endostal Osteoklastendichten
von ca. 10 Zellen pro mmKnochen. Die durchgefiihrte Hamatomentnahme l&sstitsim
Vergleich zur Frakturheilung ohne Ausrdumung eieend zur erhdhten Zelldichte erkennen.
Dies konnte mit der durch die Hamatomentfernungirfggen erneuten Einblutung in das
Frakturgebiet erklart werden. Durch das Blut getangicht nur Erythrozyten, sondern auch
Vorlauferzellen zwischen die Fragmentenden, so daséatzliche Monozyten/Makrophagen fir
die Osteoklastengenese zur Verfiigung stehen unDidige der Osteoklasten im Vergleich zur
nicht manipulierten Frakturheilung ansteigt. Eineitere Erklarung ware, dass durch die
Hamatomausraumung entsprechende Zellen und Protdetden, die die initiale
Osteoklastengenese zum Abbau des nekrotischen Enowdterials wieder unterdriicken. Auch
eine Kombination aus beidem ware moglich, um dasalndurch die Hamatomentfernung

hervorgerufene gesteigerte Osteoklastenaufkomméeguiinden.

Unabhangig von der Frakturheilung untersuchtenierd seine Mitarbeiter [144] den Einfluss
der Biomechanik auf die Osteoklastenanzahl. Inrei@@ahn-Modell an der Ratte betrachteten
sie die Anzahl der Osteoklasten im interradikulaBeptum der Wurzel des ersten Molaren.
Mechanischer Stress in Form von elastischen Banfigme nach vorangegangener erhohter
OPN-Expression zu einer gesteigerten Anzahl an dRststen. Auch wahrend der
Frakturheilung beeinflussen biomechanische Rahnngpengen die Osteoklastendichte.
Mayer und seine Mitarbeiter [82] verglichen 1983 &uhafmodell drei unterschiedliche
Fixationssysteme. Die Osteotomie wurde intraoperatiter Kompression gesetzt. Es konnte
gezeigt werden, dass je starker die Knochenfragengggeneinander verschieblich waren, desto
groRer war auch die Osteoklastenaktivitat im Osiaatgebiet. In der vorliegenden Studie ist

die Anzahl der Osteoklasten unter vergroRertemfiaigmentaren Bewegungen ebenfalls erhoht.

Zusammenfassend zeigte die Betrachtung der Osstekladass diese Zellen schon zwei
Wochen nach der Osteotomie im Frakturgebiet zwefindaren. Dartber hinaus beeinflussen die

biomechanischen Rahmenbedingungen ihre Dichte. Eghiditerfragmentare Bewegungen im
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Osteotomiegebiet fihrten zu einer erhdhten AnzahDsateoklasten verglichen mit dem rigiden
Fixateursystem. Die Hadmatomentnahme schien im ¥miglmit der Vorgangerstudie [131] die
Osteoklastendichte zusatzlich zu erhdhen. Dies tednmt der erneuten Einblutung und der
damit verbundenen Steigerung der VorlauferzellenFrakturgebiet erklart werden. Dartber
hinaus ware eine Mitentfernung entsprechender Zellmd Proteine, die die initiale

Osteoklastengenese zum Abbau des nekrotischen Enowterials unterdriicken, eine mogliche
Begriindung. Auch die Kombination aus beidem waregglioid, um die initial durch die

Hamatomentfernung hervorgerufene gesteigerte Osistekdichte zu deuten.

Vom Klinischen Standpunkt aus zeigen die Ergebnidsss die mechanische Stabilitat der
Osteosynthese und die Hamatomentfernung einen hemdenden Einfluss auf das
Osteoklastenaufkommen im Frakturgebiet besitzemnDeh sind weitere Studien notwendig,
um die Auswirkungen der im klinischen Alltag immemwieder auftretenden
Hamatomausraumung auf die Osteoklastendichte iosdese im weiteren zeitlichen

Heilungsverlauf zu untersuchen.

5.2.3.2 Vaskularisierung

Im Verlauf der Frakturheilung spielt die Vaskulgising eine wesentliche Rolle. Die durch
Angiogenese entstehenden GefalRe dienen zum eineMNealéildung eines Kapillar- und
GefalRnetzwerkes, das fur die Wiederherstellungkaierchenstruktur erforderlich ist und zum

anderen dem Abtransport nekrotischen Gewebes ams$-thkturgebiet [98].

Es konnte gezeigt werden, dass biochemische Ratedergjungen zwei Wochen nach der
Osteotomie auf die initiale Vaskularisierung EisBu nehmen. Das durch kritische
Fixateurversorgung entstandene Regeneratgewebe peiésstal eine signifikant erniedrigte
GefalRdichte im Vergleich zum rigiden System aufciAWallace und seine Mitarbeiter [150]
konnten nachweisen, dass die initiale Vaskulausigrdes Kallusgewebes sehr empfindlich
gegenuber mechanischen Rahmenbedingungen ist. uamifigierten den cortico-medullaren
Blutfluss im tibialen Osteotomiegebiet zwei und ledNochen nach der Operation. Die
Osteosynthese erfolgte mittels externen Fixateuma, sich in ihrer axialen Steifigkeit
unterschieden. Im Vergleich zu den Ergebnisservdeiegenden Studie zeigten Wallageal,
dass groRRere interfragmentare Bewegungen in dieririHeilungsphase eine vierfach erhéhte
cortico-medullare Blutversorgung zur Folge hattBre unterschiedlichen Ergebnisse basieren
vermutlich neben den differenten biomechanischendirBgingen auch auf weiteren
Abweichungen im Studiendesign. So haben Wallacesente Mitarbeiter den Blutfluss jeweils

10 mm proximal und distal des Osteotomiespaltesegsan, wohingegen in dieser Studie eine

-82-



Diskussion

Region of Interest von insgesamt 12 mm zu Grunde Dartber hinaus besteht keine strenge
Korrelation zwischen dem Blutfluss und der eigehitin Gefal3dichte. Wallaed al. konnten
somit nicht ermitteln, ob der gemessene corticoutiék Blutfluss lediglich die Konsequenz
einer erhdhten Perfusion schon bestehender Gefé@eoder doch die Auswirkungen von
Angiogenese im Osteotomiegebiet darstellte. Augte ddombination aus beidem kdnnte in

Betracht gezogen werden.

Lienauet al.[75] konnten ebenfalls zeigen, dass die initialesktdarisierung von der Stabilitat
der Osteosynthese beeinflusst wird. Diese Vorgd&ngeie basierte auf einem identischen
Versuchsaufbau mit der Ausnahme, dass der verwerslhirigide Fixateur externe sieben
Tage post OP Scherbewegungen von nur 1 mm zulieirDdieser Studie montierte kritische
Fixateur wies im Vergleich dazu fast zehnfach véitgrte Scherbewegungen von 9,5 mm auf.
Im Gegensatz zu Walla@# al, jedoch in Ubereinstimmung mit der vorliegendend®t zeigten
Lienau und ihre Mitarbeiter eine durch vergrol3emterfragmentare Bewegung hervorgerufene
reduzierte initiale Vaskularisierung des Kallusgbege Es fanden sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zum 2-WochenzeitpunkineE differenzierte Betrachtung der
initialen Vaskularisierung des Kallusgewebes vaniifichten Lienau und ihre Mitarbeiter [76]
2006. Basierend auf den Ergebnissen der Vorgangkesf75] betrachteten sie unter anderem
die GefalRdichte im Frakturspalt. Zum 2-WochenzeikpulieRen sich im Spalt signifikant
weniger Gefal3e bezogen auf die entsprechende Bamadgflache nach semirigider im

Vergleich zur rigiden Fixation nachweisen.

Darlber hinaus fanden Liena&t al. [75], unabhangig vom Fixateursystem, eine hohere Dichte
an kleinen Blutgefal3en im periostalen im Verglemim endostalen Regeneratgewebe. Dies
konnte in der vorliegenden Studie nur teilweisetdteg werden. Lediglich nach kritischer
Fixateurversorgung zeigte sich ein Trend zur ema®hfAnzahl kleiner Gefale jedoch im
endostalen und nicht im periostalen Kallusgebietnésell lasst sich aber festhalten, dass im
rigiden System eine signifikant erhdhte Anzahl &inen im Vergleich zu den grof3en Gefal3en
nachzuweisen war. Bei der kritischen Fixateurveygng stellte sich dieser signifikante
Unterschied nur als Trend dar, was damit zusamnmggma konnte, dass zum 2-
Wochenzeitpunkt die generelle GefalRdichte in diestystem geringer war. Eine bei der
Angiogenese stattfindende Bildung grof3er Blutgefdeh Fusion von Kapillaren [123] zeigt
bei reduzierter Gefal3zahl nur tendenzielle undeksignifikanten Auswirkungen.

Auch Claeset al. [24] beschaftigten sich mit der VaskularisierumgAbhangigkeit von den

biomechanischen Rahmenbedingungen. Das Hauptaudenate jedoch auf einem spéateren
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Zeitpunkt im Heilungsverlauf. Sie quantifiziertenerd Effekt unterschiedlicher axialer

Bewegungen auf die Vaskularisierung in einem MesalaModell am Schaf. Claes und seine
Mitarbeiter fanden heraus, dass eine vermehrteleax®wegung zu einem signifikanten

Unterschied in der Verteilung zwischen kleinen wgrd3en GefalRen zugunsten der kleinen
fuhrte. Diese Ergebnisse, die zum 9-Wochenzeitpgektonnen wurden, konnten auch in der
vorliegenden Studie fir den 2-Wochenzeitpunkt hiegté@erden. Dennoch wiesen beide Studien
unabhangig von den betrachteten Zeitpunkten eiarseitiedliches Studiendesign im Hinblick

auf die biomechanischen Rahmenbedingungen undefil@ette Region of Interest auf. Clagis

al. betrachteten lediglich Teile des Osteotomiespakashingegen in dieser Studie fast die

gesamte Kallusflache innerhalb der ROI lag.

Zusatzlich zu den biomechanischen Rahmenbedingusieint sich auch die vorangegangene
Hamatomentfernung auf die Gefalidichte im Osteotgetiet auszuwirken. Street und seine
Mitarbeiter [139] konnten nachweisen, dass das tkrakmatom ein angiogenes Potential
aufweist. Durch subkutane Implantation des Blutgesels in ein Wundmodell der Maus fand
sich nach einer Woche eine signifikant erhohte Gaitzhte gegentber der Kontrolle. Verglichen
mit der Vorgangerstudie von Lienat al. [75], die die Vaskularisierung des Kallus in zwei
unterschiedlich steifen Fixateurgruppen betrachtéisst sich generell vermuten, dass die
Hamatomentnahme die Gefalidichte beeinflusst. Esrgcldass das Regeneratgewebe nach der
vorangegangenen Hamatomausraumung eine erhohtehlAkieaner Blutgefalle aufweist als
ohne Entfernung. Dieses Ergebnis steht im Widectpzu den Resultaten von Strestal.
[139]. Jedoch lasst sich bezogen auf die Vorgamgdies [75] eine stark reduzierte Anzahl an
groRen GefaRen pro mrBindegewebsflache vermuten. Trotz der methodistthrachiedlichen
Quantifizierung der Gefal3e zeigt der Vergleich,sdde Neovaskularisierung und die Fusion
kleiner Gefél3e zu grofReren nach einer Hamatomausréy noch nicht so weit fortgeschritten
ist wie ohne Manipulation. Diese fusionierten GefaBtellen die Blutversorgung der
ausheilenden Fraktur sicher. Somit bestatigt dieliegende Studie indirekt, dass das
FrakturhAmatom wichtig fur die schnelle Vaskulaiang des Frakturgebietes und damit auch

fur den Heilungsverlauf von besonderer Bedeutung is

Die Auswertung der Vaskularisierung der vorliegendé&tudie weist jedoch auch
Einschrankungen auf, die zu berlcksichtigen sindumZ einen wurden zur
immunhistochemischen Darstellung der GefalRe kewdetaelzell-spezifischen Marker gewabhilt,
sondern es erfolgte eine Farbung von alpha-smootiscie actin, welches von glatten

Muskelzellen sowie Perizyten exprimiert wird. Dagaergibt sich, dass sich neu bildende
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Kapillaren, die anfangs ausschlie3lich aus Ende#lieh bestehen [55], nicht erfasst werden
konnten. Es lasst sich festhalten, dass die Andahlin dieser Studie dargestellten Gefalde
kleiner sein muss, als eigentlich im Kallusgewehéhalten ist. Eine exakte mikroskopische
Uberprifung des Regeneratgewebes zeigte jedoch, miasein marginaler Prozentsatz nicht
angefarbter GefalRe nachzuweisen war. Eine Beesnfihgs der signifikanten Unterschiede ist

demnach auszuschlief3en.

Zum anderen kann keine wahre Beziehung zwischerSthilitat der Osteosynthese und der
davon abhangigen Vaskularisierung hergestellt werd#a lediglich zwei unterschiedliche

biomechanische Voraussetzungen untersucht wurden.

Zusatzlich konnten aus technischen Grinden keia@datdisierten Bedingungen fir die
Hamatomentfernung geschaffen werden, so dass rhéghkmfliisse von Hamatomrickstanden

im Osteotomiegebiet auf die Vaskularisierung nageschlossen werden kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dimebl@anischen Rahmenbedingungen,
geschaffen durch unterschiedlich steife Fixatewesys, die initiale Vaskularisierung des
Kallusgewebes beeinflussen. Grof3e interfragmentacberbewegungen waren mit einer
reduzierten initialen GefalRdichte assoziiert. Bmeangegangene Hamatomentfernung scheint
die Anzahl der groRen BlutgefaRe im Osteotomiegatiastisch zu minimieren und ebenfalls

einen Einfluss auf die Blutversorgung des Kallusgle®s zu nehmen.

Vom Klinischen Standpunkt aus bedeuten die Ergebnidass die mechanische Stabilitat der
Osteosynthesen und die Hamatomausraumung eingckitiRolle bei der Vaskularisierung des
Frakturgebietes einnehmen. Dennoch zeigte das disoloe Potential des vier Tage alten

Frakturhamatoms keine Unterschiede in den Expressiastern der in der vorliegenden Studie
untersuchten angiogenen Faktoren zwischen den duisgrippen. Der untersuchte Zeitpunkt
stellt jedoch nur eine Momentaufnahme im Verlauf Heilung dar. So sind weitere Studien

notwendig, um die Rolle der Stabilitat in Bezug digf Regulation der Angiogenese wahrend der
Frakturheilung zu ermitteln und um die Folgen der klinischen Alltag immer wieder

stattfindenden Hamatomausraumung genauer zu uokensu
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6 Zusammenfassung

Die Frakturheilung ist ein komplexer und multifakkedler Vorgang, der durch das
Zusammenspiel unterschiedlicher Zellsysteme und nefkgskaden gesteuert wird.
Biomechanische Rahmenbedingungen, wie interfragimer@ewegungen, und Manipulationen,
wie die im klinischen Alltag haufig stattfindendeéatatomausrdumung, nehmen Einfluss auf
diesen Heilungsprozess. Um die Folgen unterschigeliiinterfragmentarer Bewegungen auf die
Genexpression im Frakturhdmatom und den daraustieeenden Heilungsverlauf, sowie die
Auswirkungen der Hamatomentfernung zu untersucivemge eine standardisierte Osteotomie
am Schafmodell durchgefiihrt. Die Versorgung erfolgtittels zweier identisch montierter
externer Fixateure, die unterschiedlich grof3e fragmentdre Bewegungen (rigide versus
kritisch) zulieBen. Vier Tage nach der Osteotomieirde das im Spalt befindliche
Frakturhamatom entfernt und molekularbiologisch aufie Expression folgender
heilungsrelevanter Faktoren untersucht: Bone Magphetic Protein-2 (BMP-2), BMP-4,
BMP-7, Cysteine-rich Protein 61 (CYR61), Hypoxiahicible Factor-& (HIF-1a), Insulin-like
Growth Factor-1 (IGF-1), Interleukin-1 (IL-1), IL;6Kollagen-Typ II (Coll 1), Matrix
Metalloproteinase-13 (MMP-13), Osteopontin (OPN)até&let Derived Growth Factor-BB
(PDGF-BB), Transforming Growth Fact@i-(TGF{1), Tumor Necrosis Factar-(TNF-o) und
Vascular Endothelial Growth Factorré (VEGF-Aie4). Zusatzlich erfolgte eine histologische
und immunhistochemische Aufarbeitung des HamatoreQews: Zehn Tage nach der
Hamatomentfernung und somit zwei Wochen post op@en, wurden histologische,
histomorphometrische und immunhistochemische Untditsngen des Osteotomiegebietes

durchgefuhrt.

Im vier Tage alten Frakturhamatom konnte eine Esgom aller untersuchten Faktoren
dokumentiert werden. Der Vergleich beider Fixatgstesme zeigte lediglich beziiglich MMP-13
und IL-6 eine signifikant geringere mMRNA-Synthebezlglich BMP-4 einen Trend zu einer
geringeren Expression in der Gruppe mit kritisdfi@ateurversorgung (erhéhte interfragmentare
Bewegungen). Histologisch fanden sich im Hamatonaipmv unabhangig von der
Osteosynthesestabilitat Erythrozytenkomplexe, dikveise von Fibrinnetzen und inhomogen
verteilten Entziindungszellen durchsetzt waren. Zlish wurde das Hamatom vereinzelt von
Zellen infiltriert, die in ihrer Gro3e die Entzinuyszellen Ubertrafen und eine erniedrigte Kern-

Zytoplasma-Relation aufwiesen.




Zusammenfassung

Auch zwei Wochen nach der Osteotomie mit zusatztidHamatomentfernung zeigte sich in
beiden Gruppen ein ahnliches Bild. Weder in der a@ekallusflache noch in der
Zusammensetzung des Kallus mit ca. 99% Bindegewédisaund nur 1% mineralisiertem
Kallus konnten signifikante Unterschiede zwischemdrigiden und dem kritischen System
nachgewiesen werden. Das Osteoklastenaufkommenehktiiezrte sich auf das periostale
Osteotomiegebiet, wobei die Dichte trabekular tezddl im kritischen System erhdht war.

Die unterschiedliche Fixateurversorgung fuhrte irstgdtomiegebiet zu keinen signifikanten
Unterschieden hinsichtlich der Gefal3dichte im Gekaltus. Eine differenzierte Betrachtung
zeigte jedoch im periostalen Kallusgebiet eine ifiiggnt niedrigere Dichte nach kritischer
Fixation als nach rigider. Diese Ergebnisse wuraiech bei der Unterscheidung der Gefal3grol3e
fur kleine Blutgefal3e bestatigt. Generell war fastellen, dass sowohl bei der gesamten als auch
bei der differenzierten Betrachtung signifikant mkleine als groRe Gefal3e im rigiden System
zu finden waren. Im kritischen Fixateursystem wds groR3enspezifische Gefaldverteilung

lediglich einen starken Trend auf.

Die Ergebnisse zeigen, dass schon im vier Tage &takturhdmatom trotz der sehr geringen
Organisation viele knochenheilungsrelevante Faktanmeterschiedlichster Funktion exprimiert
werden. Der Einfluss biomechanischer Rahmenbedogurauf die Genexpression zu diesem
Zeitpunkt scheint jedoch Uberwiegend noch nicht .bmicht mehr sichtbar zu sein. Der
Vergleich mit der Vorgangerstudie von Schatllal. [130] konnte zeigen, dass eine Entfernung
des Hamatomgewebes in dieser initialen Phase daktufheilung den Verlauf stark zu
beeintrachtigen scheint, so dass unabhangig vowd&enden interfragmentaren Bewegungen
zwei Wochen nach der Osteotomie Kallusgewebe mihigveorganisierten Anteilen im
Osteotomiespalt vorherrscht. Auch die Gegenibéustplder Osteoklasten- bzw. GefalRdichte
mit den entsprechenden Vorgangerstudien von Lietal. [75] bzw. Schellet al. [130] weist
auf eine Beeinflussung der Dichte durch die Hamatsréaumung hin. Jedoch scheint diese
nicht maximal ausgeprdgt zu sein, so dass eine W®Waswg biomechanischer
Rahmenbedingungen auf den Heilungsprozess dokuenenwgrden konnte.

Diese Studie hat gezeigt, dass sowohl erhdhtefriaggnentare Bewegungen als auch die im
klinischen Alltag haufig stattfindende Hamatomausndng den Heilungsverlauf beeinflussen

und verzogern.
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8 Anhang

8.1 Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

Die verwendeten Einheiten entsprechen dem intermaittn Standard (SI-Einheiten).

a-SMA alpha smooth muscle actin

Abb. Abbildung

AS Aminosauren

ASBMR American Society for Bone and Mineral Resharc
B-ME 2-Mercaptoethanol

BMP Bone Morphogenetic Protein

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA komplementare DNA

cm Zentimeter

CO, Kohlendioxid

Coll-ll Kollagen-Typ Il

Ct Threshold Cycle

CTR Calzitoninrezeptor

CYR61 Cysteine-rich Protein 61

ACt Delta Threshold Cycle

dest. destilliert

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EKG Elektrokardiographie

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
et al. und andere

EtBr Ethidiumbromid

FEM Forschungseinrichtungen fur experimentelle ivied
for forward
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GAPDH

gof.
gp130

HCl
HE
HIF-1

IGF
IGF-1R

IL-6R
IL-1RACp

JNK

KCI
kDa
kg
kV

ul
pHm

MAPK
mAs
MEA
mg
MgCl
MGT
min
ml
mm
mm?2
mM

mmHg

Gramm

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

gegebenenfalls
130 kDa Glykoprotein

Wasserstoffchlorid
Hamatoxylin Eosin

Hypoxia-inducible Factor-1

Insulin-like Growth Factor

Insulin-like Growth Factor-1 Rezeptor
Interleukin

Interleukin-6 Rezeptor

Interleukin-1 Rezeptorassoziiertes Protein
Jun N-terminal kinase

Kaliumchlorid
Kilodalton
Kilogramm

Kilovolt

Mikroliter

Mikrometer

Mol

Mitogen-activated protein Kinase
Milliampere-Sekunden
2-Methoxyethylacetat
Milligramm

Magnesiumchlorid
Masson-Goldner-Trichomféarbung
Minute

Milliliter

Millimeter

Kubikmillimeter

Millimol

Millimeter Quecksilbersaule
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MMP Matrix Metalloproteinase
MRNA Messenger-RNA

n Anzahl

N/A kein Fluoreszenzanstieg detektierbar
NF-«xB Nuclear factor-kappaB

ng Nanogramm

nm Nanometer

OP Operation

OP-1 Osteogenic Protein-1

OPN Osteopontin

p asymptotische Signifikanz
PCR Polymerasekettenreaktion
PDGF Platelet Derived Growth Factor
PDGFR Platelet Derived Growth Factor Rezeptor
pH potentia hydrogenii

PI3Kinase Phosphoinosited 3-Kinase
pO, Sauerstoff-Partialdruck

rev reverse

RNA Ribonukleinsaure

ROI Region of Interest

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription-PCR

Smads Small mothers against decapentapligic
TAE Tris-Acetat-EDTA

TGFf Transforming Growth Factor-beta
Tris-HCI Tris-Wasserstoffchlorid

TNF Tumor Necrosis Factor

TNFR Tumor Necrosis Factor Rezeptor
TRAP Tartrat resistant acid phosphatase

U Units

uv Ultraviolett
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VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor

X9
z.B.

°C
%]
%

8.2

Beschleunigung
zum Beispiel

Grad
Grad Celsius
Durchmesser

Prozent
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