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1 Einleitung

"Es gibt 1 000 Krankheiten, aber nur eine Gesundheit." Mit wenigen Worten spiegelt das Zitat
von Ludwig Borne (Borne, 1987) wider, welchen hohen individuellen und gesellschaftlichen
Wert die Gesundheit hat. Gerade im Zeitalter der Leistungsgesellschaft und der
Solidargemeinschaft, in dem individuelle Lebensgestaltung und gesteigerte Risikobereitschaft
eine grolle Rolle spielen, ist die Erhaltung bzw. Wiederherstellung des korperlichen und
seelischen Wohlergehens ein groBes Ziel. Ca. 800.000 Frakturen werden jédhrlich in
Deutschlands Krankenhdusern versorgt. Dabei ist die Héufigkeit der Verletzungen des
Skeletts in den letzten 10 Jahren um 15% gestiegen (Statistisches Bundesamt, 2012). Einen
betrichtlichen Anteil an der gravierenden Zunahme der Knochenbriiche diirften veridnderte
Lebensgewohnheiten und die gestiegene Risikobereitschaft haben. Risikosportarten wie z.B.
Snowboarding und Mountainbiking, welche in einem rasanten Tempo ausgefiihrt werden und
im Falle eines Sturzes die Krifte direkt auf den Korper einwirken lassen, bringen héufig
Verletzungen des Bewegungsapparates mit sich. Ein weiterer Aspekt ist die gestiegene
Lebenserwartung, die sich unter anderem aus der Verbesserung der Lebensumstdnde und des
medizinischen Fortschritts ergibt. Das Wohlbefinden des Einzelnen im hohen Alter sollte ein
Ziel der Gesellschaft sein, wenngleich die Gefahr von Verletzungen mit dem Alter steigt.
Auch der Anspruch an eine moglichst lang anhaltende Mobilitit ist hoch.

Trotz groBer Fortschritte treten dennoch bei 10 bis 20 % aller Frakturen Heilungsstorungen
auf (Haas, 2000). 5 bis 10 % der Frakturen heilen nur verzégert oder gar nicht (Bostrom und
Camacho, 1998; Dimitriou et al., 2005). In Deutschland belaufen sich die prozentualen
Angaben fiir das Vorkommen der verzdgerten Frakturheilung und der Pseudarthrosenbildung
im Jahr 2010 auf 2 %. Diesbeziiglich kam es in den letzten 10 Jahren zu einer Verdopplung
der Problemfille (Statistisches Bundesamt, 2012).

64 % aller Frakturen sind solche der langen Rohrenknochen (Statistisches Bundesamt, 2012).
Alle genannten Griinde rechtfertigen es dieses Thema aufzugreifen und die Vorginge, die
wihrend der Frakturheilung ablaufen, zu untersuchen, um Frakturheilungsstorungen
behandeln oder gar vermeiden zu kdnnen.

Was weill man zum heutigen Zeitpunkt? Die Heilung von Knochengewebe lduft nach einem
bestimmten Schema ab (siehe Abb. 1.1.), welches, vor allem in der Anfangsphase, dhnlich
auch im Weichteilgewebe zu finden ist. Die Ergebnisse sind jedoch sehr unterschiedlich. Der

Knochen besitzt das Potential sich vollstindig zu regenerieren und ist dann wieder ohne



Einleitung

Einschrinkungen funktionstiichtig und belastbar. Andere Gewebe heilen unter Narbenbildung
aus, was nicht selten, z.B. bei groBflichigen Verletzungen oder an ungiinstigen
Lokalisationen, durch den Narbenzug zu Problemen wie  Strikturen und
Bewegungseinschrinkungen fiihrt. Auch dsthetische Gesichtspunkte spielen dabei eine grof3e

Rolle (Ferguson und O'Kane, 2004).

Fraktur

Einblutung Wo-te
Bildung Frakturhdmatom Mo_re
Koagulation
Entziindungsfaktoren
Zellaktivierung

Abbildung 1.1.
Der Prozess der Frakturheilung, dargestellt in vier, sich iiberlappenden Phasen (nach Kolar et

al., 2010)

Dennoch fiihrt nicht jede Verletzung zwangsldufig zur Narbenbildung. Untersuchungen an
Sdugetierembryonen zeigten, dass Blessuren der Haut, zugefiigt in der ersten Hilfte der
Graviditit, narbenfrei ausheilen. Zu diesem Zeitpunkt ist das Immunsystem des Embryos
noch nicht vollstandig entwickelt, so dass deutlich weniger und primitivere Immunzellen an
der Wiederherstellung beteiligt sind. Hinzu kommt, dass das Verteilungsmuster verschiedener
Wachstumsfaktoren unterschiedlich ist. Vor allem den drei Isoformen von TGF B wird eine
entscheidende Funktion in der narbenfreien Heilung bzw. der Heilung mit Narbenbildung
zugeschrieben (Ferguson und O'Kane, 2004). Wie bereits erwihnt, spielt das Immunsystem
ebenfalls eine entscheidende Rolle. Schon lange ist bekannt, dass die zu Beginn einer Fraktur
hervorgerufene Entziindungsreaktion essentiell fiir eine erfolgreiche Heilung ist. Wird diese

Reaktion z.B. durch die Hemmung der Cyclooxygenasen eingedimmt, verzogert sich auch
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Einleitung

gleichzeitig die Knochenheilung (Phillips, 2005). Die angesto3ene Entziindungsreaktion stellt
einen kaskadenartigen Ablauf von Ereignissen dar, iiber den sowohl die zelluldre als auch die
molekulare Zusammensetzung des Frakturhdmatoms bestimmt wird. Die weitestgehende
Unversehrtheit der umliegenden Gewebe (Ozaki et al., 2000) ist dabei ebenso wichtig wie die
Erhaltung des Frakturhdmatoms an sich. Es konnte belegt werden, dass die Entfernung des
Frakturhdmatoms zur Heilungsverzdgerung fiihrt (Grundnes und Reikeras, 1993). Mizuno
und Mineo gingen bei ihren Untersuchungen sogar so weit und transplantierten
Frakturhdmatome sowohl unter das Periost eines unversehrten Knochens als auch in
Muskelgewebe (Mizuno et al., 1990). Aus den Ergebnissen wurde die Schlussfolgerung
gezogen, dass das Frakturhdmatom osteogenetisches Potenzial besitzt, welches sowohl nach
der subperiostalen als auch intramuskuldren Transplantation zu einer Knochenneubildung
fiihrt. Ein weiterer, wichtiger Aspekt ist das zeitgleiche Auftreten beider Himatomarten in
einem Frakturgeschehen. Gesehen werden solche Konstellationen vor allem in Frakturen, die
unter grolem Energieeinfluss entstehen, wodurch zusitzlich ein groer Weichteilschaden
hervorgerufen wird. Die Heilungsaussichten solcher Briiche sind eher vorsichtig zu beurteilen

(Austin, 1977; Hulth, 1980).

Im Focus der Arbeit steht der Knochen mit seinem Aufbau und im Falle seiner Verletzung
dessen Fihigkeiten zur vollstindigen Regeneration. Die Untersuchungen beziehen sich auf
die zeitige Phase der Frakturheilung - die Entziindungsphase. Die zelluldre Zusammensetzung
des Frakturhdamatoms und die molekularbiologischen Vorginge werden beleuchtet,
insbesondere werden proinflammatorische, antiinflammatorische, hypoxische,
angiogenetische und osteoinduktive Parameter bestimmt.

Die formulierte Hypothese lautet, dass sich das Osteotomiehdmatom in der zelluldren
Zusammensetzung im Vergleich zum Weichteilhamatom von diesem unterscheidet.
AuBerdem wird behauptet, dass die Expression ausgewihlter Zytokine, Transkriptions- und
Wachstumsfaktoren, transmembraner Transport- und extrazelluldrer Matrixproteine in beiden
Hamatomen unterschiedlich stark ausgeprégt ist. Darauf basierend wird folgende Kernthese
aufgestellt:

Die inflammatorische Reaktion im frakturierten Knochen ist auf Grund der Nihe zum

Knochenmark strikter geregelt als im Weichteilhdmatom.
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2 Stand der Wissenschaft

2.1 Knochen

Knochen gehdren zu den Bindegeweben und stellen einen der festesten Bestandteile des
Korpers dar. Die Aufgaben der Knochen sind vielfiltig und beinhalten vor allem die
Stiitzfunktion des Korpers und den Schutz innerer Organe. Aber auch als Stoffwechselorgan
besitzen die Knochen grofle Bedeutung (Remedios, 1999). Ihrer Form nach werden platte
Knochen, kurze Knochen, lufthaltige Knochen, unregelméfige Knochen und Rohrenknochen
unterschieden (Waldeyer, 2003). Das Os tibiae gehort zu den langen Rohrenknochen. Die
Enden des Knochens bilden die Epiphysen (siehe Abb. 2.1.). Diese sind an den Gelenkflichen
mit Knorpel iiberzogen. Im Inneren der Epiphysen befindet sich die Substantia spongiosin
welcher sich Bestandteile des hdmatopoetischen Systems befinden (Remedios, 1999). Im
Bereich zwischen den Knochenenden liegt der Schaft, auch Diaphyse genannt. Dieser erhilt
seine Festigkeit durch die umgebende Kortikalis (Substantia compacta welche den
Markraum mit dem Knochenmark umschlieft. Der Markraum ist mit dem Endost
ausgekleidet. Die Ubergangszonen von der Diaphyse zu den Epiphysen werden als
Metaphysen bezeichnet. In diesen Regionen findet das Lingenwachstum statt. Auerlich ist
der gesamte Knochen, mit Ausnahme der knorpeliiberzogenen Gelenkfldchen, von der
Knochenhaut (Periosh bedeckt. Das Periost besteht aus zwei Schichten. Die #HuBere
faserhaltige Schicht fiihrt Nerven und Blutgefdle zur Versorgung des Knochens. Der innere
Teil des Periosts (Kambiumschicht) ist zellreich und bietet vor allem ein Reservoir an
Osteoprogenitorzellen (Remedios, 1999; Simmons, 1985) und Wachstumsfaktoren (Malizos
und Papatheodorou, 2005). Sharpey sche Fasern bilden als Verlingerung der periostalen
kollagenen Fasern die Verbindung zum Knochengewebe (Malizos und Papatheodorou, 2005).
Anhand des Feinbaus des Knochens kann man lamellire Knochen und Geflechtknochen
unterscheiden. Geflechtknochen findet man wihrend der Embryonalentwicklung und bei der
Frakturheilung als Vorstufe fiir den lamelldren Knochen (Remedios, 1999). Die Grundstruktur
des Lamellenknochens besteht aus einer Anordnung von Osteonen, auch Havers-System
genannt. Im Zentrum der Osteone befinden sich die Havers-Kanile, die Gefde zur
Blutversorgung, Nerven und Lymphbahnen fiihren. In den Osteonen liegen in Lakunen

eingebettet die Osteozyten. Um diese herum befindet sich das konzentrisch geschichtete,
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Stand der Wissenschaft

mineralisierte Knochengewebe (Osteoid). Durch die Schichtung primérer und sekundirer

Havers-Systeme entsteht eine Lamellenstruktur (Dunning, 2002).

Epiphyse
Spongiosa
Metaphyse
Endost
Diaphyse Kortikalis
Markraum
Periost
Metaphyse [
Epiphyse Spongiosa
Abbildung 2.1.

Langsschnitt durch einen Rohrenknochen (Femur) (nach Michel, Salomon und Gutte, 1986)

Die osteogenen Zellen des Knochens (Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten) bilden
zusammen mit Kollagen Typ I und verschiedenen Proteoglykanen die organischen
Komponenten des Knochens (Dunning, 2002; Remedios, 1999). Die organische Phase besitzt
einen Anteil von etwa 35%. Der restliche, anorganische Anteil von 65 % besteht aus einer
mineralischen, festen Phase (Hadjidakis und Androulakis, 2006). Kalziumphosphat,
Kalziumkarbonat und Phosphat (Hydroxylapatit) sind dabei die Hauptkomponenten (Michel,
Salomon und Gutte, 1986; Schmidmaier und Wildemann, 2006). Durch die Anlagerung der

Mineralien an die organischen Bestandteile wird das Gewebe zu einer festen Substanz.
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Stand der Wissenschaft

2.2  Zellen des Knochens

Die stindig stattfindenden Auf- und Umbauprozesse werden im gesunden Knochen durch
Osteoblasten und Osteoklasten realisiert. Es ermoglicht dem Knochen sich individuell, dem
Wolffschen Gesetz folgend, an die gegebenen Druck- und Belastungsverhéltnisse anzupassen

(Wolff, 1892).

2.2.1 Osteoblasten

Osteoblasten differenzieren sich aus den mesenchymalen Stammzellen der Kambiumschicht
und des Knochenmarks (Dunning, 2002; Remedios, 1999). Dieser Vorgang, der von Urist als
Osteoinduktion bezeichnet wird (Urist, 1965), kann durch eine Vielzahl von Stimuli ausgelost
werden (Hofmann et al., 2009). Osteoblasten synthetisieren Osteoid und zeichnen sich durch
ihre Fahigkeit aus tiber die Produktion von alkalischer Phosphatase die Mineralisation der
extrazelluliren Matrix in Gang zu setzen (Hofmann et al., 2009; Remedios, 1999). Zudem
konnte von Bouletreau et. al. gezeigt werden, dass Osteoblasten aktiv am Prozess der
Revaskularisierung beteiligt sind. In Folge verschiedener Stimuli, wie Hypoxie und einem
niedrigeren pH-Wert, produzieren sie VEGF (Bouletreau et al., 2002). Gegenspieler der
Osteoblasten sind die Osteoklasten, deren Differenzierung und Funktion z.B. iiber die

Sekretion von RANKL gesteuert wird (Hofmann et al., 2009).

2.2.2 Osteozyten

Osteozyten entwickeln sich aus Osteoblasten. Es sind die reifen Stadien der die
Knochengrundsubstanz bildenden Zellen, die zu diesem Zeitpunkt, in Lakunen liegend,
vollstindig von Matrix umgeben sind. Uber feine Zellfortsitze stehen Osteozyten
untereinander in Verbindung, um Ionen und kleine Molekiile austauschen zu konnen (Parfitt,

2002; Remedios, 1999).
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2.2.3 Osteoklasten

Die Zellen, welche mit der Aufgabe der Resorption betraut sind, sind die Osteoklasten. Es
sind grofe, mehrkernige Zellen, die durch die Fusion mononukledrer Zellen aus der
himatopoetischen Zelllinie entstehen (Schmidmeier und Wildemann, 2006). Sie liegen
groftenteils in Nestern, in sogenannten Howship-Lakunen an der Oberflache des Knochens
(Remedios, 1999). Wihrend des Remodelings lagern sich Osteoklasten an mineralisierte
Matrix an und geben Proteasen und Sduren an ihre Umgebung ab. Diese bewirken die
Entmineralisierung der Matrix und den Abbau der organischen Komponenten. Die
Abbauprodukte werden iiber Vesikel ins Innere der Zellen transportiert. SchlieBlich werden
die Osteoklasten entweder apoptotisch oder gehen in einen inaktiven Zustand {iber

(Schindeler et al., 2008).

2.3 Fraktur

Frakturen werden als vollstindige oder unvollstindige Kontinuitdtsunterbrechung des
Knochens definiert und treten auf, wenn die Grenze der Belastbarkeit {iberschritten wird. Der
Ursprung einer Fraktur kann sehr vielféltig sein. Durch Zugkrifte an Sehnen konnen
Abrissfrakturen, durch Druck  Kompressionsfrakturen, durch  Einwirkung von
Biegungskriften Biegungsfrakturen oder durch Rotationsbewegungen Torsionsfrakturen
entstchen (RoOssler und Riither, 2007). Autefage zeigte in seinen Untersuchungen die
Zusammenhédnge zwischen der am Knochen einwirkenden Kraft (Zug, Kompression,
Biegung, Drehung) und dem oft typischen Frakturtyp, welcher darauthin entsteht (Autefage,
2000). Weitere Einteilungsmoglichkeiten ergeben sich zum Beispiel aus dem Ausmal} der
Weichteilverletzung (geschlossene bzw. offene Fraktur) und aus der Anzahl der Bruchstiicke

(Triimmerfrakturen) (Rossler und Riither, 2007).

2.4  Frakturheilung

Die Heilung einer Fraktur unterscheidet sich grundséitzlich von der Heilung anderer Gewebe
des Korpers: Knochen ist in der Lage ohne Narbenbildung auszuheilen (Giannoudis et al.,

2007; McKibbin, 1978; Remedios, 1999). Daher kann dieser Prozess als Regeneration
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bezeichnet werden, wohingegen man bei der Wiederherstellung anderer Gewebe (z.B.
Muskel- oder Bindegewebe) unter Narbenbildung von Reparatur spricht (Braun und Ruter,
1996). Bei der Frakturheilung werden sehr komplexe Vorginge in Gang gesetzt, die in ihrer
Abfolge bestimmten GesetzméaBigkeiten folgen (Simmons, 1985). Direkt nach dem Eintreten
einer Fraktur beginnt eine Entziindungsreaktion, der eine Reparaturphase folgt. Die
Frakturheilung endet mit dem Abschluss des Umbaus in lamelldren Knochen (Remedios,
1999). Die Phasen (sieche Abb. 1.1.) konnen in ihrer zeitlichen Ausdehnung variieren und
gehen flieBend ineinander iiber (Kolar et al., 2010). In Abhingigkeit des Abstandes und der
Stabilitdt der Frakturenden zueinander, kann man die direkte von der indirekten
Frakturheilung unterscheiden, deren  wesentliches  Differenzierungsmerkmal  das

Vorhandensein bzw. Nicht-Vorhandensein von Kallus darstellt (Sturmer, 1996).

2.4.1 Direkte Knochenheilung

Voraussetzung fiir die direkte oder auch primidre Knochenheilung ist der Kontakt, die
anatomisch korrekte Reposition, eine gewisse Kompression und die absolute Stabilitéit der
Frakturenden (Remedios, 1999). Die Havers-Systeme haben dann die Moglichkeit, die
Frakturlinie direkt zu iiberbriicken (Verzapfung), und selbst die abgestorbenen Frakturenden
der Kortikalis werden rekanalisiert statt resorbiert (Cornell und Lane, 1992). Die
Uberbriickung geschieht ohne Bildung eines Kallus. Bereiche, in denen die Frakturenden
keinen direkten Kontakt haben, werden mit neuer Knochensubstanz aufgefiillt (Braun und
Ruter, 1996). Bei der direkten Frakturheilung kann zwischen einer Kontaktheilung mit dicht
aneinander liegenden Frakturenden (<0,01 mm) und einer Spaltheilung mit einem
Frakturspalt von weniger als 1 mm (Cornell und Lane, 1992; Remedios, 1999) bzw. weniger

als 0,5 mm (Dunning, 2002) unterschieden werden.

2.4.2 Indirekte Knochenheilung

Besteht ein Frakturspalt von mehr als 1 mm spricht man von der indirekten Frakturheilung.
Durch das Eintreten einer Fraktur werden umliegende Blutgefile zerstort. Es kommt zur
Bildung eines Hidmatoms im Frakturspalt und aufgrund der Durchtrennung der

Versorgungsbahnen zu einer Minderversorgung des betroffenen Gewebes mit Sauerstoff und
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einem ungeniigenden Abtransport von Stoffwechselprodukten. Der pH-Wert in dieser Region
sinkt und Zellen sterben ab. Nekrosen der Frakturenden und des umliegenden Gewebes und
eine akute, aseptische Entziindung sind die Folge (Braun und Ruter, 1996; Dunning, 2002;
Simmons, 1985). Durch das Absterben von Osteozyten am Frakturspalt werden lysosomale
Enzyme freigesetzt, die ein Auflosen der organischen Matrix bewirken. Akute-Phase-Proteine
wie Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) werden durch die ersten Entziindungszellen
(Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten) freigesetzt. Sie aktivieren durch ihr
Auftreten eine Enzymkaskade, womit die Entziindungsreaktion verstirkt und weitere Zellen
angelockt werden (Einhorn, 2005; Remedios, 1999). Infolge der Entziindung fiihren
vasoaktive Substanzen zu einer Vasodilatation im umliegenden Gewebe (Simmons, 1985).
Die zelluldare Antwort wird des Weiteren u.a. von TGF 3, PDGF, VEGF, TNF a und BMPs
unterstiitzt und koordiniert. Diese beeinflussen nicht nur die Rekrutierung von
Entziindungszellen sondern auch von mesenchymalen Stammzellen aus dem Periost, dem
Knochenmark, dem umliegenden Gewebe und auch aus dem zirkulierenden Blut (Schindeler
et al., 2008). Bereits in dieser Phase der Frakturheilung beginnen Osteoklasten und
Makrophagen mit der Resorption abgestorbenen Materials (Cornell und Lane, 1992). Das
Hématom aus Thrombozyten und nun auch Granulozyten und Makrophagen wird durch
einsprossende Blutgefdlle und Fibroblasten sowie einem Netz aus Fibrin organisiert und bildet
die erste Uberbriickung des Knochendefektes. Das Ziel der Granulationsphase ist der
sogenannte ,,weiche Kallus*“ (Braun und Ruter, 1996; Remedios, 1999). Pluripotente,
mesenchymale Zellen im Granulationsgewebe differenzieren sich zu Chondroblasten und
letztendlich zu reifen Chondrozyten. In diesem Prozess der enchondralen Ossifikation wird
die gebildete extrazellulare Matrix kalzifiziert und erzeugt in diesem Bereich eine stabile
Uberbriickung der Fraktur. Von der Kambiumschicht des Periosts stammende
Osteoprogenitorzellen differenzieren sich zu Osteoblasten und bilden im Bereich des Periosts
eine Manschette aus Geflechtknochen. Im Gegensatz zur enchondralen Ossifikation verlduft
dieser Prozess ohne die vorherige Anlage von Knorpel. Dies wird intramembrandse
Ossifikation genannt (Bolander, 1992; Schindeler et al., 2008). In der Reparaturphase wird
der weiche, aus Knorpel bestehende Kallus durch einen harten Kallus aus Geflechtknochen
ersetzt. Dieser wird anschlieBend in der Phase des Remodelings in lamelldiren Knochen
umgewandelt (Kolar et al., 2010). Dieser abschlieBende Prozess kann mehrere Monate bis
Jahre in Anspruch nehmen und richtet sich nach dem Wolffschen Gesetz (Cornell und Lane,

1992). Die Frakturheilung endet mit der vollstindigen Wiederherstellung der Funktion und
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Belastbarkeit des Knochens. Der Ablauf der Frakturheilung wurde schematisch in Abb. 1.1.
dargestellt.

2.4.3 Verzogerte oder ausbleibende Knochenheilung

Trotz des groBen regenerativen Potentials des Knochengewebes kann es immer wieder zur
verzogerten oder ausbleibenden Heilung von Frakturen kommen. Bei 5 bis 10 % der Patienten
werden solche ernsthaften Komplikationen festgestellt (Bostrom und Camacho, 1998;
Einhorn und Lane, 1998). Eine ausreichende Blutversorgung, Kontakt der Fragmentenden
und die relative Stabilitit (dynamische Stabilitdt) der Fraktur sind die Grundlagen jeder
Knochenbruchheilung. Konnen diese Voraussetzungen nicht gewihrleistet werden, kommt es
zur verzogerten Frakturheilung oder Pseudarthrosenbildung. Die Blutversorgung kann
entweder bei der Entstehung der Fraktur stark in Mitleidenschaft gezogen oder wihrend
operativer Mafinahmen beschiddigt worden sein (Sturmer, 1996). Andere, die Durchblutung
beeintrichtigende Faktoren spielen ebenfalls eine Rolle. So konnen sich z.B. arterielle
Erkrankungen, die ggf. durch Nikotinkonsum hervorgerufen werden, negativ auswirken. Bei
dem Fragmentkontakt und der Stabilitidt gibt es eine gewisse Varianz, je nachdem ob die
direkte oder indirekte Frakturheilung angestrebt ist. Bei einer Distanz von mehr als 3 bis 4
mm besteht jedoch die Gefahr einer Bruchheilungsstorung. Schwierigkeiten ergeben sich
gleichermallen bei ausgedehnten Knochennekrosen einer oder beider Fragmentenden infolge
einer Entziindung. Im Gegensatz dazu beeinflusst die Durchblutungsforderung durch die

Bewegung der umgebenden Muskulatur die Knochenheilung positiv (Muhr, 1997).

2.5 Frakturhamatom

Durch das Auftreten einer Fraktur wird nicht nur die Kontinuitdt des Knochens unterbrochen,
sondern auch die der BlutgefidBe. Betroffen sind sowohl die Gefidfe des Knochenmarks und
des Periosts als auch die des umliegenden Gewebes. Die Zusammenhangstrennung verursacht
ein Einbluten in den Frakturspalt und damit die Bildung eines Himatoms (Schmidt-Bleek et
al., 2009). Somit sind die im Blut vorhandenen Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten und
Mastzellen u.a. die ersten Zellen im Bereich der Fraktur (Martin und Leibovich, 2005).

Thrombozyten bilden eine Barriere, die den Verlust weiteren Blutes verhindern und durch
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Degranulation chemotaktisch aktive Stoffe freisetzen (Malizos und Papatheodorou, 2005).
Kurze Zeit spiter wird das Himatom v.a. von weiteren Granulozyten, Monozyten und
Mastzellen infiltriert. Mastzellen fordern iiber die Freisetzung von Heparin und Histamin die
Entziindungsreaktion (Schmidmaier und Wildemann, 2006). Weitere Bestandteile des
Héamatoms sind Entziindungszellen und mesenchymale Stammzellen aus dem zirkulierenden
Blut sowie dem Knochenmark. Die Immunzellen werden durch die in Gang gesetzte
Gerinnungskaskade aktiviert (Kolar et al., 2010). Das Frakturhdmatom kann als essentieller
Bestandteil der Frakturheilung angesehen werden, da es als Ausgangspunkt der
Entziindungsreaktion gilt (Kolar et al., 2010). Ohne Entziindungsreaktion ist wiederum eine
Fraktur nicht in der Lage zu heilen (Phillips, 2005).

Das Frakturhdmatom gilt als Quelle verschiedener Signalstoffe; unter ihnen Interleukine (IL-
1, IL-6 und TNF «), PDGF, VEGF und Mitglieder der TGF B-Familie (Giannoudis et al.,
2007). Untersuchungen von Grundnes und Reikeras zeigten, dass die Entfernung des
Frakturhdmatoms unmittelbar nach Eintreten der Fraktur deren Heilung deutlich weniger
beeintrachtigte als zu einem spiteren Zeitpunkt, an dem das Hidmatom bereits eine

organisierte Struktur aufwies (Grundnes und Reikeras, 1993).

2.6  Zellen der Frakturheilung

Das Immunsystem stellt ein komplexes System von Geweben, Zellen und Zellprodukten dar.
Zu den immunologisch aktiven Zellen gehoren Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten.
Alle Blutzellen entstammen den hdmatopoetischen Stammzellen, welche hauptsidchlich im
Knochenmark zu finden sind. Von dort gelangen sie an den jeweiligen Ort ihrer
Weiterentwicklung bzw. ihres Wirkens. Granulozyten gehoren zu den Zellen der
unspezifischen (angeborenen) Abwehr. Sie verteidigen den Korper gegen Bakterien, Parasiten
und Pilze im Blut oder im Gewebe. Monozyten bzw. Makrophagen sind zur Phagozytose
befdhigte Zellen. Sie sind sowohl im Blut (Monozyten) als auch in den Geweben
(Makrophagen) zu finden. Eine Spezialform der Makrophagen bilden die Knochen
resorbierenden Osteoklasten. Lymphozyten stellen die dritte Gruppe der Leukozyten dar. Sie
sind in allen Geweben des Organismus anzutreffen und bilden die spezifische (erworbene)
Abwehr. B-Lymphozyten reagieren auf Antigenkontakt mit der Bereitstellung von

Antikorpern. T-Lymphozyten reifen im Thymus. Dort erhalten sie ihre Spezifitit gegen
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bestimmte Antigene und treten dann in den Blutkreislauf iiber. Sie produzieren verschiedene
Signalmolekiile, die im gesamten Korper wirken. Schon seit lingerem weill man, dass
Immunzellen vor allem in der zeitigen Phase der Wundheilung eine grofle Rolle spielen. Sie
sind in der Lage verschiedene Faktoren zu synthetisieren, die ihrerseits chemotaktisch
wirksam sind, als Wachstumsfaktoren oder Proteasen auftreten (DiPietro, 1995) und damit
den Heilungsprozess koordinieren (Andrew et al., 1994). Von Interesse fiir diese Arbeit sind
vor allem die aus der lymphoiden Stammzellreihe hervorgehenden T-Lymphozyten. Die
verschiedenen Cluster of Differentiation (CD) dienen der Zuordnung der einzelnen Zellen zu

den verschiedenen Zellpopulationen.

2.6.1 CD 45 Leukozyten

CD 45 ist ein transmembranodses Glykoprotein, welches auf allen kernhaltigen,
himatopoetischen Zellen, den Leukozyten, zu finden ist. Zu den Leukozyten gehoren
verschiedene Untergruppen, die mit Hilfe der FACS-Analyse weiter differenziert werden

koOnnen.

2.6.2 CD 14 Monozyten, Makrophagen

Der Rezeptor CD 14 befindet sich auf Monozyten und Makrophagen zur Erkennung von
bakteriellen Lipopolysacchariden (Ziegler-Heitbrock und Ulevitch, 1993). Er kann zur
Identifizierung von Makrophagen und deren Vorstufe genutzt werden. Sie gehdren zum
Mononukldren Phagozytensystem und sind zur Phagozytose befihigt. Monozyten bzw.
Makrophagen werden als Schliisselfaktoren in der Entziindungsphase gesehen. Einerseits sind
sie selbst sehr sensibel gegeniiber verschiedenen Stimuli, andererseits sezernieren sie
ungefdhr 100 unterschiedliche biologisch aktive Substanzen. Unter ihnen auch
Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF B (Probst und Spiegel, 1997) oder Zytokine wie IL-
1 und TNF a (Canalis et al., 1988). Durch das Freisetzen dieser Faktoren werden unter

anderem Osteoblasten und Osteoklasten aktiviert und dadurch die Frakturheilung beeinflusst.
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2.6.3 CD 21 reife B-Zellen

Das Molekiil CD 21, auch als Komplementrezeptor 2 bezeichnet, befindet sich ausschlieBlich
auf reifen B-Zellen, weshalb es zur Bestimmung dieser Zellgruppe herangezogen werden
kann (el Habbal und Strobel, 1993). Im Korper dient es der Bindung von Antigenen an die B-
Zelle. Die Hauptfunktion der B-Zellen ist die Bildung von Antikérpern zum Zweck der
Infektabwehr.

2.6.4 CD5 T-Lymphozyten

Die Bestimmung CD 5% Zellen lidsst eine Abgrenzung der T-Lymphozyten von den B-
Lymphozyten an der Gesamtanzahl der Leukozyten zu. T-Lymphozyten sind iiber die
Synthese verschiedenster Lymphokine an der Regulation der Knochenheilung beteiligt.
Innerhalb der T-Lymphozyten unterscheidet man cytotoxische T-Lymphozyten und T-

Helferzellen.

2.6.5 CD 8 cytotoxische T-Lymphozyten

An der Zelloberfldche cytotoxischer T-Zellen wird charakteristischerweise das CD 8 Molekiil
exprimiert (Park und Barbul, 2004). Es dient im Rahmen unserer Untersuchungen der
Abgrenzung von T-Helferzellen. Cytotoxische T-Zellen zerstéren Zellen, die mit Erregern

infiziert sind, indem sie bei ihnen ein Apoptoseprogramm auslésen (Janeway, 2002).

2.6.6 CD 4 T-Helferzellen

CD 4", unreife T-Zellen (Ty0) sind in der Lage sich entweder in proinflammatorische T-
Zellen (Tyl) oder in Helferzellen (Ty2) zu differenzieren. Sie sezernieren jeweils

unterschiedliche Zytokine. IL-2 wird von Tyl-Zellen und IL-6 von Ty2-Zellen exprimiert
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(Park und Barbul, 2004). Zellen, die den IL-2 Rezeptor, mit allen drei Untereinheiten
exprimieren, werden in Folge der Verbindung mit IL-2 zur Proliferation und Produktion

verschiedener anderer Interleukine und Tumornekrosefaktoren angeregt.

2.6.7 CD 25 aktivierte und regulatorische T-Lymphozyten

Im Laufe der Reifung der T-Lymphozyten wird das Molekiil CD 25 exprimiert. CD 25 stellt
die o-Kette des IL-2-Rezeptors (IL 2Ra) dar und ist somit ein Merkmal aktivierter und
regulatorischer T-Zellen. Die Anzahl der auf der Zelloberfldche prasentierten CD 25 Antigene
lasst, iiber die FACS-Analyse und die Wahl der geeigneten Gates, die Differenzierung in
aktivierte (CD 25%) und regulatorische (CD 25 oder CD 25"€") T-Zellen zu. Regulatorische
T-Zellen fordern die Entwicklung der nicht-hdmatopoetischen, multipotenten Stammzellen
(Liu et al., 2011). Die Produktion von immunregulativen Faktoren wie IL-10 und TGF B wirkt

sich ebenfalls positiv auf die Knochenheilung aus (Geiger und Tauro, 2012).

2.6.8 CD31" Endothelzellen

CD 31 oder auch PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1) ist ein 130 kDa
grofes Transmembranprotein mit iiber 65 kb, welches von Endothelzellen prisentiert wird
(DeLisser et al., 1994). Es interagiert mit Leukozyten und ermdglicht den Entziindungszellen
die Diapedese wihrend eines entziindlichen Prozesses (Martin und Leibovich, 2005). Des
Weiteren spielt es vermutlich wihrend der Angiogenese eine Rolle fiir die Verbindung von
Endothelzellen untereinander (DeLisser et al., 1994). Damit dient CD 31 als
Endothelzellmarker, dessen Anstieg als Zeichen der Revaskularisierung gesehen werden

kann.

2.6.9 CD 19 B-Lymphozyten

Als zuverldssigster Oberflachenmarker von Zellen der B-Zelllinie aller Reifestadien gilt CD
19 (Uckun et al., 1988). Er ist aus zwei extrazelluliren Doménen und einem intrazelluldr

gelegenen Anteil aufgebaut (Zhou et al., 1991).
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2.6.10 CD 34 hamatopoetische Stammzellen

Dieses Glykophosphoprotein ist ein Oberflachenantigen hidmatopoetischer Stammzellen und
kann als Marker fiir die friihe Phase der Zellentwicklung gesehen werden. Himatopoetische
Stammzellen sind der Ausgangspunkt aller Himozyten, so auch der an der Wundheilung
beteiligten T-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen. Hamatopoetische Stammzellen
finden sich im Knochenmark und wandern von dort aus an die Orte ihres Wirkens bzw. ihrer
Weiterentwicklung. CD 34 wird auch auf Endothelzellen kleinerer Gefde exprimiert. Es

vermittelt dort die Leukozytenadhdsion in einem Entziindungsgeschehen (Krause et al.,

1996).

2.6.11 CD 73 mesenchymale Stammzellen

CD 73 ist ein auf der Oberfliche mesenchymaler Stammzellen befindliches Antigen, welches
als Hinweis auf das Vorhandensein von Stammzellen gesehen und zur Differenzierung und
Abgrenzung zu hamatopoetischen Stammzellen herangezogen werden kann (Chamberlain et
al., 2007). Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind in der Lage sich vielfiltig weiter zu
entwickeln (mesenchymale Gewebe wie z.B. Knochen, Knorpel, Sehnen, Muskel und Fett).
Die Quellen mesenchymaler Stammzellen in der Knochenheilung sind das Knochenmark, das
Granulationsgewebe, das Periost, das Endost und auch das umliegende Weichteilgewebe mit
dem GefidBsystem (Dimitriou et al., 2005). Nach Knochenlidsionen vermitteln sie durch die
Entwicklung zu Osteoblasten und Chondrozyten die Knochenheilung. Liu et. al. untersuchten
das Zusammenwirken von regulatorischen T-Zellen und MSC wihrend der Heilung
frakturierter Knochen. Es zeigt sich ein positiver Effekt auf das Knochenmark durch MSC in

Verbindung mit CD 4%, CD 25" und FoxP3" (regulatorischen) T- Zellen (Liu et al., 2011).

2.7  Einflussfaktoren auf die Frakturheilung

Die Einflussfaktoren auf die Frakturheilung sind #duferst vielféltig. Dazu gehoren neben
allgemeinen Einfliissen wie dem Alter, der Erndhrung und dem Gesundheitszustand bzw.

Vorerkrankungen (Infektionen, Diabetes mellitus (Ai-Aql et al., 2008)) des Patienten auch

23



Stand der Wissenschaft

aktuelle medikamentdse Therapien (Kortikosteroide, COX 2 Inhibitoren, bestimmte
Antibiotika, Antikoagulantien) und Nikotinkonsum. Die Lokalisation der Fraktur, die
Ausdehnung der Lision, die Art der Frakturversorgung und die Stabilitdt selbiger sind
malgeblich an der Heilung beteiligt. Nicht zuletzt spielen auch genetische Faktoren und die
allgemeine Knochengesundheit eine Rolle (Hayda et al., 1998; Pape et al., 2010; Schindeler et
al.,, 2008; Xie et al., 2008). Als systemische Faktoren stehen verschiedene Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, transmembrane Transport- und extrazellulédre
Matrixproteine im Focus der Untersuchungen. Frakturen werden durch sie beeinflusst, im
positiven oder auch im negativen Sinne. Die koordinierte Interaktion dieser Faktoren ist
ebenfalls eine Grundvoraussetzung fiir einen reibungslosen Heilungsverlauf. Kleinste Defizite

konnen zu Komplikationen im Heilungsverlauf fiihren (Giannoudis et al., 2007).

2.7.1 Zytokine

Zytokine sind Glykoproteine, die von den verschiedensten Zellen sezerniert werden und durch
die Bindung an die passenden Rezeptoren autokrine, parakrine oder zum Teil auch endokrine
Reaktionen hervorrufen (Janeway, 2002). Sie werden nur bei Bedarf exprimiert. Aufgrund der
kurzen Halbwertzeiten der Zytokine spiegelt der Nachweis der jeweiligen mRNA den

jeweiligen aktuellen Bedarf der einzelnen Zytokine wieder (Fitzgerald et al., 2001).

2.7.1.1 Interleukin-18 (IL-15)

Interleukin-1 ist ein Polypeptid mit einer GroBe von 17 bis 18 kDa, welches in zwei Formen
existiert: IL-1a und IL-1P. Die Aminosdurezusammensetzung beider ist dhnlich, genauso wie
die biologische Aktivitit (Canalis et al., 1988). Interleukin-1f ist ein proinflammatorisches
Zytokin, welches die Knochenresorption stimuliert. Es gelingt einerseits durch die
Stimulation der vorhandenen Osteoklasten ihre resorptiven Kapazititen zu steigern (Kon et
al., 2001) und durch Stimulation der hamatopoetischen Progenitorzellen sich zu Osteoklasten
zu entwickeln (Kon et al., 2001). Andererseits erfolgt die Wirkung indirekt durch die
Anwesenheit von Osteoblasten (Canalis et al.,, 1988), wobei die Proliferation der

Priosteoblasten durch IL-1p stimuliert wird (Lange et al., 2010). Interleukin-1 wird von
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Makrophagen und Epithelzellen produziert und beeinflusst die T-Zell- und
Makrophagenaktivierung iiber die Stimulation der IL-2 Produktion. Die Bildung wird auch
durch die Anwesenheit von Lipopolysacchariden (LPS) in Bakterienzellwinden induziert

(Canalis et al., 1988; Einhorn et al., 1995; Kon et al., 2001).

2.7.1.2 Interleukin-2 (IL-2)

Interleukin-2 wird von T-Zellen sezerniert, wie bereits erwihnt vor allem von Ty1-Zellen und
bewirkt eine Proliferation der T-Zellen (Park und Barbul, 2004). IL-2 kann somit als T-
Zellwachstumsfaktor angesehen werden und besitzt proinflammatorische Eigenschaften

(Canalis et al., 1988).

2.7.1.3 Interleukin-2 Rezeptar (IL-2Rx)

Der Rezeptor fiir Interleukin-2 besteht aus 3 Untereinheiten, einer B- und einer y-Kette, die
gemeinsam auf ruhenden T-Zellen exprimiert werden und eine geringe Affinitit fiir 1L-2
haben, und einer o~ Einheit (IL-2Ra bzw. CD 25), die den Rezeptor in einen fiir IL-2 hoch
affinen Rezeptor umwandelt. Ruhende T-Zellen werden durch die Verbindung von IL-2 und
diesem Rezeptor aktiviert und treten in den Zellzyklus ein (Janeway 2002). IL-2Ra kann
daher als Marker fiir aktivierte und regulatorische T-Zellen verwendet werden. Diese fordern
die Proliferation der T-Zellen und damit die Produktion immunregulativer Faktoren. Unter
ihnen antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF B (Canalis et al., 1988; Geiger und
Tauro, 2012; Park und Barbul, 2004). In grofen Mengen und in Verbindung mit FoxP3,
einem Transkriptionsfaktor der forkhead-Familie, entfalten die regulatorischen T-Zellen
antiinflammatorische Eigenschaften (Zheng und Rudensky, 2007). Die regulatorischen T-
Zellen fordern mesenchymale Stammzellen, welche ihrerseits immunoregulatorisch wirksam
sind. Sie reduzieren inflammatorische Zytokine und férdern dadurch die Knochenheilung (Liu

etal., 2011).
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2.7.1.4 Interleukin-6 (IL-6)

Zusammen mit IL-1 und TNF a spielt Interleukin-6 eine grofle Rolle bei der Initiierung der
Frakturheilungskaskade. IL-6 wird vor allem von Makrophagen und von T-Helferzellen (Ty2-
Zellen) sezerniert. Auflerdem wird es von mesenchymalen Vorlduferzellen des Periosts
produziert, unterstiitzt die Differenzierung knochenresorbierender Zellen aus Vorlduferzellen
und wirkt chemotaktisch auf andere inflammatorische Zellen (Dimitriou et al., 2005; Einhorn
et al.,, 1995). Es besteht ein Synergismus zwischen Interleukin-1 und Interleukin-6, wobei

IL-6 durch IL-1p induziert wird (Bataille et al., 1992).

2.7.1.5 Interleukin-10 (IL-10)

Interleukin-10 ist ein Zytokin, welches immunmodulatorisch titig ist. Es wird durch
regulatorische T-Zellen gebildet und wirkt antiinflammatorisch. Diese Eigenschaft entfaltet
IL-10 iiber die Beeinflussung der Produktion proinflammatorischer Mediatoren in myeloiden
Zellen. Diese verlieren die Fihigkeit, proinflammatorische Faktoren herzustellen. IL-10 ist

damit in der Lage, Entziindungsreaktionen einzudimmen (Grutz, 2005; Toben et al., 2011).

2.7.1.6 Tumornekrosefaktat (TNF «)

TNF a ist ein multifaktorieller Signalstoff, der von den verschiedensten Zellen produziert und
bei lokalen und systemischen Entziindungen vor allem durch aktivierte Makrophagen
freigesetzt wird. Er besitzt eine endothelaktivierende Wirkung und ist in der Lage, die
Leukozytenadhidsion am GefidBendothel zu steigern (Kon et al., 2001). Des Weiteren findet
eine Stimulation der IL-1 Produktion statt (Canalis et al., 1988). Gemeinsam regen diese
Zytokine die Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen, die Differenzierung
himatopoetischer Stammzellen zu Osteoklasten in der zeitigen Phase der Frakturheilung und
damit die Resorption nekrotischen Gewebes an (Dimitriou et al., 2005; Gerstenfeld et al.,

2003; Malizos und Papatheodorou, 2005).
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2.7.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die durch verschiedene Gewebe und Zellen
synthetisiert werden. Diese wirken sowohl autokrin als auch parakrin. Die Einteilung kann
aufgrund ihrer Herkunft in a) von Knochenzellen synthetisierte, b) aus Knochenmatrix
isolierte und c) von umliegenden Zellen synthetisierte Wachstumsfaktoren erfolgen (Canalis
et al.,, 1988). Die meisten Wachstumsfaktoren werden als Vorstufen freigesetzt und durch
Proteolyse in ihre aktiven Spaltprodukte mit einem niedrigeren Molekulargewicht

umgewandelt (Solheim, 1998).

2.7.2.1 Transforming growth factorg superfamily

Zu dieser Familie von Wachstumsfaktoren gehoéren 34 Mitglieder. Zusammengefasst sind
unter anderem die Gruppe der Bone morphogenetic proteins (BMPs), der Growth and
differentiation factors (GDFs) und die Transforming growth factors (TGFs) (Marsell und
Einhorn, 2009).

2.7.2.1.1 Transforming growth factgf 1 (TGFp)

Den transformierenden Wachstumsfaktoren gehdren zwei Gruppen an, TGF o und TGF ,
wobei TGF o nicht aus Knochengewebe isoliert werden konnte. TGF [ ist ein hoch
konserviertes Polypeptid bestehend aus 2 Untereinheiten, die iiber Disulfitbriicken verbunden
sind und ein molekulares Gewicht von 25 kDa besitzen (Canalis et al., 1988). In Abhéngigkeit
der Untereinheiten wird TGF B nochmals in 3 Gruppen eingeteilt: TGF 1 und TGF B 2
bestehen je aus identischen, TGF P 1.2 aus unterschiedlichen Untereinheiten. TGF B 1 wird in
hohem Maf3e auch in nicht frakturierten Knochen exprimiert (Cho et al., 2002).

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Fraktureintritt wird TGF B von Thrombozyten in das
Hiamatom abgegeben (Bolander, 1992; Cornell und Lane, 1992). Des Weiteren wird TGF 3
auch von Osteoblasten als inaktive Form sezerniert und in das Osteoid eingebettet. Die

aktivierte Form des TGF f entsteht im sauren Milieu und wird wéhrend der Resorptionsphase
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der Frakturheilung freigesetzt (Bostrom und Asnis, 1998), reguliert sodann die Zellteilung
und —differenzierung vor allem der Osteoblasten und fordert die Synthese von Kollagen
(Rosier et al., 1998). Die Freigabe aus der Knochenmatrix wird durch Hormone wie das
Parathormon gefordert (Canalis et al., 1988). Weiterhin ist TGF [ ein sehr potent
chemotaktisch wirksamer Signalstoff fiir mesenchymale Stammzellen (Dimitriou et al., 2005;
Martin und Leibovich, 2005). Verschiedene Studien weisen auf die positive Beeinflussung

der Frakturheilung durch TGF B hin (Rosier et al., 1998).

2.7.2.1.2 Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)

Alle BMPs besitzen eine dhnliche chemische Struktur, dennoch variieren die Funktionen
dieser Proteine. Die BMPs werden vier verschiedenen Gruppen zugeordnet: Zur Gruppe 1
gehoren BMP-2 und BMP-4, in der Gruppe 2 wurden BMP-5, BMP-6 und BMP-7
zusammengefasst, die Gruppe 3 bilden GDF-5 (BMP-14), GDF-6 (BMP-13) und GDF-7
(BMP-12). BMP-3 und GDF-10 (BMP-3b) bilden die Gruppe 4. BMP-1 wird nicht zur TGF
Superfamilie gezdhlt, da es zu den Metalloproteasen gehort (Marsell und Einhorn, 2009).
BMPs bewirken sowohl intrazelluldre als auch extrazellulare Effekte (Phillips, 2005). Die
Rolle der BMPs besteht vor allem darin, mesenchymale Progenitorzellen chemotaktisch zu
beeinflussen sowie deren Proliferation und Differenzierung zu Zellen der Knorpel- und
Knochenbildung zu steuern (Dimitriou et al., 2005; Giannoudis und Einhorn, 2009; Phillips,
2005).

Die Expression von BMP-2 ist in den ersten 24 Stunden nach Auftreten einer Fraktur am
stiarksten ausgeprigt und es konnte gezeigt werden, dass dieses Protein duflerst wichtig fiir die
Knochenheilung ist (Tsuji et al., 2006). BMP-2 beeinflusst die Aktivitdt anderer BMPs und ist
auch in der Lage die Produktion anderer BMPs zu initiieren. BMP-2 wird vor allem von
mesenchymalen Stammzellen, aber auch von Osteoblasten und Chondrozyten gebildet
(Marsell und Einhorn, 2009). Fehlt BMP-2 wihrend der Frakturheilung kann dieser Prozess
nicht beginnen. Es erfolgt keine Chondrogenese, Stammzellen verbleiben in einem
undifferenzierten Stadium, und eine Heilung des Knochendefekts ist nicht moglich (Ai-Aql et
al., 2008; Tsuji et al., 2006). In verschiedenen Studien konnte die Wirksamkeit des Einsatzes
von BMP-2 und BMP-7 in der Frakturheilung belegt werden, so dass BMPs erfolgreich in der
Klinik eingesetzt werden (Gautschi et al., 2007; Lissenberg-Thunnissen et al., 2011;
Wildemann et al., 2011).
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2.7.2.1.3 Growth and differentiation factor-8 (GDF-8)

Myostatin gehort ebenfalls zu der Gruppe der TGF B-Superfamilie. Es wirkt negativ
regulierend auf die Muskel- und Knochenmasse des Korpers und wird in der zeitigen Phase
der Frakturheilung exprimiert. Untersuchungen zeigten, dass die Ausschaltung des GDF-8-
Gens eine Zunahme der Kallusmasse wihrend der Frakturheilung zur Folge hat und
gleichzeitig BMP-2 hochreguliert wird (Kellum et al., 2009). Als Rezeptor konnte der Typ
IIB des Activin Rezeptors (Act R 1IB) identifiziert werden, der sich an mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarks befindet. Dadurch spielt Myostatin eine Schliisselrolle in der
Rekrutierung und Proliferation von Vorlduferzellen der Knochenbildung (Hamrick et al.,
2010; Kellum et al., 2009). Der Rezeptor kann auch mit weiteren Liganden eine Verbindung
eingehen, was dann eine gegenseitige Antagonisierung zur Folge hat (Kellum et al., 2009).
Der Mechanismus der Wirkungsweise von GDF-8 konnte bisher noch nicht eindeutig geklart
werden. Es ist jedoch klar, dass, als antiosteogener bzw. antimyogener Faktor, direkte,
negative Effekte auf die Proliferation und Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

bestehen (Elkasrawy und Hamrick, 2010).

2.7.2.2 Platelet-derived growth factor (PDGF)

Mit einer GroBe von 330 kDa besteht PDGF aus zwei Polypeptidketten und wird von
Monozyten, Makrophagen, Osteoblasten und aggregierten Thrombozyten freigesetzt. Daher
spielt es in der zeitigen Phase der Knochenheilung eine Rolle vor allem bei der Stimulation
der Knochenresorption (Canalis et al.,, 1988; Dimitriou et al., 2005) und
Fibroblastenproliferation (Remedios, 1999). Es fordert zu einem spiteren Zeitpunkt der
Knochenheilung die Kollagen-I-Synthese der Osteoblasten (Bouletreau et al., 2002). PDGF
wirkt mitogen auf mesenchymale Stammzellen, Osteoblasten und Endothelzellen und
chemotaktisch auf Makrophagen, wodurch die Knochenresorption stimuliert wird (Malizos

und Papatheodorou, 2005; Phillips, 2005).
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2.7.2.3 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

VEGF wird zusammen mit anderen proangiogenetischen Substanzen in den o-Granula der
Thrombozyten gespeichert und wihrend der Aggregation freigesetzt (Jurk und Kehrel, 2010).
Es unterstiitzt die Reparatur des Endothels und die Angiogenese (Yaguchi et al., 2004). Dabei
gilt VEGF, im Zusammenhang mit dem Rezeptor VEGFR?2, als sehr potenter Vermittler der
Hypoxie induzierten Angiogenese. Wihrenddessen reduziert VEGFR1 die Bildung von
BlutgefdBen (Lienau et al., 2009). Beim Auftreten einer Hypoxie wird Hypoxia inducible
factor la (HIF 1a), ein Transkriptionsfaktor, aktiviert. Dieser ist in der Lage, die Expression
von VEGEF in Osteoblasten zu steigern. VEGF wird als Reaktion auf die Hypoxie und einen
sauren pH-Wert von den Osteoblasten freigesetzt (Bouletreau et al., 2002; Wang et al.,
2007a).

2.7.3 Transmembrane Transportproteine

Transmembrane Tranportproteine sind Proteine, die sich stationdr in den Zellwidnden
verschiedenster Zellen befinden. Sie ermdglichen (aktiv) oder unterstiitzen (passiv) den

Transport bestimmter Substanzen durch die Zellmembran hindurch

2.7.3.1 Glucosetransporter 1 (GLUT 1)

Der GLUT 1 ist ein Protein in der Zellmembran, welches die Einschleusung von Glucose und
Vitamin C und anderer Pen- und Hexosen realisiert. Glucose ist ein essentieller Ausgangsstoff
zur Gewinnung von Energie wihrend des Citratzyklus. Fillt dieser aufgrund von
Sauerstoffmangel aus, setzt zur Energiegewinnung die Glykolyse ein. Dabei wird fiir die
gleiche Menge ATP deutlich mehr Glucose benétigt. Die Enzyme der Glykolyse liegen in
hoher Anzahl in der Zelle vor, so dass bei erhohtem Bedarf die Expression ihrer Gene erst
verspitet angeschaltet wird. Ein Enzym, welches schnell hochreguliert wird, ist der
Glucosetransporter, der versucht, den erhohten Bedarf an Glucose zu kompensieren. GLUT 1,
welches eines der HIF-aktivierten Gene darstellt, kann somit in einer hypoxischen

Stoffwechsellage als anaerober Stoffwechselindikator verstanden werden.
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2.7.4 Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die in der Lage sind die Transkription bestimmter Gene
zu modellieren. Dies geschieht beispielsweise iiber die Bindung an regulatorische Sequenzen

der DNA (Barnes, 2006).

2.7.4.1 Hypoxia inducible factord (HIF 1a)

HIF ist ein Dimer bestehend aus zwei heterogenen Helices (HIF o und HIF B) (Gaber et al.,
2005; Wang et al., 2007b). Infolge einer Hypoxie reagieren Osteoblasten und Osteozyten mit
einer Erhohung von HIF, welches seinerseits in der Lage ist, die Genexpression verschiedener
Zielgene zu modifizieren (Wang et al., 2007a). Dazu gehort die Expression von VEGEF,
GLUT 1 und EPO. Erythropoese, Angiogenese und die Umstellung der Zellen auf einen
glykolytischen Stoffwechsel sind die Folgen. HIF la gilt daher als Hypoxiemarker.
Andererseits kann die Bindung, unter anderem von proinflammatorischen Mediatoren wie
Interleukin-1B und TNF o an die betreffenden Rezeptoren, HIF 1a induzieren (Gaber et al.,
2005). Die Signalkette, die durch die Hypoxie und intrazelluldre Erhohung von HIF ausgelost
wird, verkniipft die Angiogenese mit der Osteogenese (Wang et al., 2007a).

2.7.5 Extrazellulare Matrixproteine

Die extrazellulire Matrix, mit Kollagen als Hauptstrukturprotein, gibt dem Knochen einen
strukturellen Rahmen an dem Zellen anhaften und migrieren konnen. Matrixproteine sind

Bestandteile der extrazelluldren Matrix (Ng et al., 1997).

2.7.5.1 Osteopontin (OPN)

Osteopontin gehort zu den nicht-kollagenen, extrazellularen Matrixproteinen und wird von
Zellen in einer Vielzahl von Geweben exprimiert. Es ist im Rahmen der Frakturheilung an der
Entziindungsreaktion, der Regulation der Angiogenese, der Kallusbildung und des

Remodelings beteiligt. Zu den Osteopontin exprimierenden Zellen gehdren Monozyten/
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Makrophagen, Endothelzellen und Muskelzellen (Duvall et al., 2007) genauso wie
Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Auf T-Zellen wirkt OPN chemotaktisch und
fordert gleichzeitig deren Adhédsion. OPN wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren, unter
ihnen PDGF, TGF B, BMPs und inflammatorische Zytokine, hochreguliert (Sodek et al.,
2000). Uber die Interaktion mit verschiedenen Integrinen vermittelt OPN die Adhision und
Migration unterschiedlicher Zellen, unter ihnen Thrombozyten, Makrophagen, Osteoblasten
und Osteoklasten (Einhorn, 1998; Sodek et al., 2000). OPN ummantelt die nach einer Fraktur
anfallenden Gewebstriimmer und opsoniert diese den zur Phagozytose fihigen Zellen (McKee
und Nanci, 1996). Als nicht-kollagenes, extrazelluldres Matrixprotein unterhidlt OPN
Bindungen sowohl mit sich selbst als auch zu Kollagen und Mineralien (Sodek et al., 2000).
Somit iibernimmt OPN sowohl in der friihen Phase (Inflammation, Angiogenese) als auch zu
einem etwas spiteren Zeitpunkt der Frakturheilung (Osteoinduktion) vielfdltige und

bedeutende Aufgaben.

2.7.5.2 Von Willebrand Faktor (VWF)

Bereits 1924 begann Erik von Willebrand die Zusammenhinge der Bluterkrankheit zu
erforschen. Mittlerweile sind die Verkniipfungen der ablaufenden Prozesse bei der
Blutgerinnung gut untersucht. Der Von Willebrand Faktor spielt dabei eine nicht
unwesentliche Rolle.

Das multimere Glykoprotein besteht aus mehreren identischen Untereinheiten (je ca. 250 kDa
grof3), die iiber Disulfitbriicken verbunden sind. Insgesamt erreicht es eine Grofle von iiber
20.000 kDa. Es wird von Endothelzellen der Intima und von Megakaryozyten gebildet.
Endothelzellen sezernieren 95 % in das subendotheliale Bindegewebe und speichern die
restlichen 5 % als so genannte Weibel-Palade-Korper. Die Speicherung des Proteins erfolgt
auBerdem in der o-Granula der Thrombozyten. Durch Histamin, Thrombin, Fibrin und
Kalzium-Ionen wird die Ausschiittung aus den Endothelzellen stimuliert. Der vWF vermittelt
die Adhésion von Thrombozyten an GefdBwanddefekte durch die Bindung an das freigelegte
Bindegewebe. Die Interaktion mit verschiedenen Kollagenen, aber auch Verwirbelungen im
Blutfluss ldsst die Blutplittchen eine Verbindung mit dem vWF eingehen. Der vWF fungiert
ebenfalls im Plasma als Triagerprotein fiir den Gerinnungsfaktor VIII (Ruggeri, 2003; Sadler,
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1998). Der vWF gilt als Endothelzellmarker (Lienau et al., 2009) und wurde daher fiir die

Untersuchungen der Angiogenese wihrend der Frakturheilung herangezogen.

2.7.5.3 Hamoxigenase 1 (HMOX 1)

HMOX 1 ist ein 32 kDa grofles Enzym, welches die Reaktion von Hamoglobin zu Eisen,
Biliverdin und Kohlenmonoxid katalysiert. Die Expression von HMOX 1 wird durch
verschiedene Stimuli beeinflusst. Dazu gehoren Hamoglobin, Wachstumsfaktoren wie TGF f3,
VEGF und PDGF, NO, HIF und unterschiedliche Zytokine. Die Effekte von HMOX 1 werden
iiber die Endprodukte der erwidhnten Reaktion vermittelt, vor allem von Kohlenmonoxid.
HMOX 1 wirkt proangiogenetisch, antiinflammatorisch, antioxidativ, antifibrotisch und

antiapoptotisch (Dulak et al., 2008).

2.8 Tiermodell

Fiir die Durchfiihrung der Studie wurde das Schaf als Modelltier gewéhlt. Zwar léasst die
unterschiedliche Gangweise auf grundsitzliche Ungleichheiten schlieBen, dennoch kommt die
Schaftibia in Grole und Form, im Vergleich zu den anderen zur Verfiigung stehenden
Tierarten, der des Menschen am nichsten. Bei der Belastung befindet sich die Tibia wie beim
Menschen in der Tragachse des Beines. Die Grofe der Tiere erlaubt die Verwendung von
Instrumenten aus der Humanmedizin (Wissing und Stiirmer et al., 1990). Eine gewisse
Variation des genetischen Materials ist zum Zweck der durchzufiihrenden Untersuchungen
wiinschenswert und beim Schaf als Versuchstierspezies gegeben. Die Haltung weiblicher
Tiere wurde der von minnlichen vorgezogen, da diese leichter handhabbar sind und somit,

nicht zuletzt aus Tierschutzgriinden, eine Gruppenhaltung moglich ist.

2.9 Fixateur externe

Der Fixateur externe wird als ,,von auflen zugingliches Festhalte- und Spannsystem zur
operativen Behandlung von Erkrankungen des Skelettsystems* definiert (Pschyrembel, 1993).

Eine Befestigung der Schrauben (Schanz-Schrauben) erfolgt fern der Fraktur perkutan im
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Knochen. Uber ein externes, die Schrauben verbindendes Stangensystem werden die
Frakturenden ausgerichtet und stabilisiert (Krdmer und Grifka, 2007; Wiilker, 2005). Diese
Art der Frakturversorgung hat zum Vorteil, dass das Gewebe, welches direkt mit der Fraktur
in Verbindung steht, keiner Manipulation ausgesetzt ist (Egger, 1991). Der bei der
Osteotomie verwendete Fixateur wurde aus der Humanmedizin {ibernommen und der

Anatomie des Schafes folgend angepasst.

2.10 Zielsetzung

Frakturen konnen, auch im Zeitalter der fortschrittlichen Medizin, zu Problemen fiihren.
Darum ist es notwendig, die Forschung auf diesem Gebiet weiter voranzutreiben. Zur
Verbesserung der Knochenheilung wird im Bereich des Tissue engineering zum Beispiel der
Einsatz von Scaffolds, BMPs und Immunmodulatoren untersucht (Ai et al., 2012; Lissenberg-
Thunnissen et al., 2011). Im Rahmen dieser Studie wird die zeitige Phase der Frakturheilung
beleuchtet. Es ist zu vermuten, dass der Grundstein fiir den unterschiedlichen Ausgang der
Heilung von Frakturen (narbenlose Heilung) und Weichteilgewebe (Narbenbildung) schon zu
Beginn der Rekonvaleszenz gelegt wird. Daher ist es wichtig, die Vorgidnge genau zu kennen.
Am Schafmodell wurde eine standardisierte Defekt-Osteotomie durchgefiihrt, welche mit
einem rigiden Fixateur extern versorgt wurde. Das in der Wundhohle entstandene Hamatom
wurde nach einer definierten Zeit entfernt und auf seine zelluldre Zusammensetzung und das
Vorhandensein verschiedener Faktoren untersucht. Das Ergebnis wurde mit dem, am gleichen
Tier gewonnenen, Weichteilhimatom verglichen. Als Untersuchungsmethoden wurden das
Fluorescence activated cell sorting (FACS-Analyse) und die Polymerasekettenreaktion (PCR)
gewihlt. Zur Analyse der Zellen und deren Zuordnung zu den verschiedenen Untergruppen
stellt die FACS-Untersuchung ein sehr effizientes Verfahren dar. Die PCR bietet die
Moglichkeit auch kleinste Mengen synthetisierter messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
nachzuweisen und ist als solche die Methode der Wahl zur Untersuchung exprimierter
Faktoren. Als Referenzgen wurde Cyclophillin A gewihlt, da es ein elementares Gen ist. Es
codiert ein Protein, welches in fast allen Zellen des Korpers vorhanden ist. Die mRNA wird in
den Zellen in ausreichend grolen Mengen exprimiert und ist auBerdem hoch konserviert.

Das Immunsystem ist bisher aus therapeutischer Sicht noch nicht in den Fokus der
Knochenheilung getreten. Es wird aber immer deutlicher, dass die Immunzellen eine zentrale

Rolle bei der Heilung spielen und dass es immer mehr Patienten gibt, bei denen das
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immunologische Gleichgewicht verdndert ist (alte Patienten, immunsupprimierte Patienten,
Diabetiker, HIV-Patienten). Fiir die Versorgung von knochernen Verletzungen in diesem
steigenden Patientenpool ist ein Verstindnis der initialen Immunantwort auf einen

Knochenbruch der erste Schritt zur Entwicklung einer Therapie.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Bezugsquellen

3.1.1 Gerate und Software

FACS Geriit BD FACS-Calibur™ Flow
Cytometry System

Heizblock

PCR Systeme Mastercycler® gradient
1Q™ 5 real time PCR
Detection System

Photometer BioPhotometer

Software FlowJo
SPSS, Version 18.0

Ultra-Turrax T 10 basic ULTRA-
TURRAX®

Vortex Schiittler VVR3

Zihlkammer Neubauer Zihlkammer

Zentrifugen Eppendorf Zentrifuge 5810R
Zentrifuge MiniSpin®
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BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Tree Star Inc., Ashland OR,
USA

IBM, New York, USA
Tka® Werke GmbH & Co.
KG, Staufen, Deutschland
VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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3.1.2 Verbrauchsmaterial

96-Loch-Platte
Cap Strips

EDTA-RoOhrchen

Fixateur externe

Nahtmaterial

Pipettenspitzen

Zellsieb

Zentrifugenrohrchen

Thermo-Fast®-Semi-Skirted
PCR Plate

Ultra Clear Cap Strips

BD Vacutainer

Plus Blood Collection Tubes
K; EDTA 10 ml

Klemmbacken
Schanzschrauben
Stahlrohre

Vicryl® Stirke 3-0
Prolene® Stirke 3-0
ep. Dualfilter T.LP.S.®
verschiedene Groflen
Zellsieb 70 pm

Falcon™ Tube 50 ml

DNA LoBind Tubes 1,5 ml

und 2 ml
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Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland
ABgene Ltd., Epsom, UK
BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Synthes, Umkirch,
Deutschland
Synthes, Umkirch,
Deutschland
Synthes, Umkirch,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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3.1.3 Chemikalien

Ansatz fiir die PCR

Ansatz  fir

Transkription

Antikorper

die

Reverse

1Q™ Supermix

Primer for/rev

Absolute™ Max QRT-PCR
SYBR®-Green Fluorescein
Mix (100 x 50 pl)
dNTP-Mix 10mM

Random —Primer

M-MLV RT 5x Reaktions-
puffer
RNase Inhibitor 40 U/ul

M-MLYV RT RNase H Minus,
Point Mutant 200 U/ul
RNase-H 250 U/ul

a-ovCD45-PE
a-ovCD8-PE
a-bovCD21-FITC
a-huCD14-FITC
a-bovWCI1-FITC
a-ovCD5-FITC
a-ovCD4-AF647
a-ovCD25-FITC
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Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland

Tib Molbiol Syntheselabor
GmbH, Berlin, Deutschland
Invirogen, Karlsruhe,

Deutschland

Bioron GmbH,
Ludwigshafen, Deutschland
Invirogen, Karlsruhe,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland

Acris Antibodies GmbH,
Herford, Deutschland

AbD Serotec. Diisseldorf,
Deutschland
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FACS — Puffer

Formalin

Lysepuffer

RNA-Isolierung

RNase — freies Wasser

Trypanblau

BSA 10 g/l

Natriumazid 1 g/l
PBS-Puffer

4 % Formalin
Ammoniumchlorid 8,29 g/l
Kaliumhydrogencarbonat
1,02 g/1

EDTA 0,029 g/1

TRizol® Reangens

Chloroform fiir

Molekularbiologie

Isopropanol fiir

Molekularbiologie
Ethanol fiir

Molekularbiologie 75 %
RNase Free DNase Set
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Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Paschingen, Osterreich
Mallinckrodt Baker,
Griesheim, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen,
Deutschland
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3.1.4 Medikamente

0,9 % NaCl-Losung

Ampicillin/Sulbactam

Fentanyldihydrogencitrat

Fentanylpflaster

Kaliumchloridlésung

Povidon-Iod

Thiopental-Natrium

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchsablauf

Unacid® 3 g TS zur Infusion

Fentany1®—J anssen 0,5 mg

Fentanyl®-Janssen 75 ng/h

1 M-Kaliumchloridlésung

Braunol®

Trapana1® 2,5.g

Fresenius Kabi AG, Bad
Homburg, Deutschland
Pfizer Pharma GmbH, Berlin,
Deutschland

Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Fresenius Kabi AG, Bad
Homburg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Nycomed Deutschland
GmbH, Konstanz,
Deutschland

An 18 =zufdllig ausgewidhlten Schafen wurde eine standardisierte diaphysdre Defekt-

Osteotomie an der rechten Tibia durchgefiihrt und mit einem rigiden Fixateur extern versorgt.

Aus dem entstandenen Osteotomiespalt wurde in verschiedenen Zeitabstinden (24 Stunden

(n=6), 36 Stunden (n=6), 48 Stunden (n=6)) das Osteotomiehdmatom entnommen. Am

gleichseitigen Hinterlauf wurde am M. gracilis ein Weichteilschaden gesetzt. Das dort

entstandene Weichteilhimatom wurde im gleichen Zeitabstand, dem Osteotomiehdmatom

entsprechend, entnommen. Die insgesamt 36 Proben wurden hinsichtlich ihrer zelluldren

Zusammensetzung und der Expression relevanter Faktoren untersucht. Auflerdem wurde aus

den angrenzenden Knochenenden Knochenmark gewonnen und der zelluliren Analyse

zugefiihrt (weitere 18 Proben).
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3.2.2 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um weibliche Merinomix-Schafe. Die Tiere waren
tiber zwei Jahre alt, wiesen ein durchschnittliches Gewicht von 71 kg (+ 9,83 kg) auf und
stammen aus der Schiferei Bildt, Gutshof Langerwisch, 14557 Langerwisch, Deutschland.

Die Schafe wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité-Universititsmedizin
Berlin am Campus Virchow-Klinikum gehalten und versorgt. Die Genehmigung des
Versuchsvorhabens wurde durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales in Berlin erteilt
(Genehmigungsnummer G 0127/07). Alle Tierversuche wurden geméil3 den Prinzipien und
Grundsitzen des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde
nach Anlieferung {Uberpriift und fiir gut befunden. Neben dem allgemeinen
Gesundheitszustand wurde vor allem auf die Unversehrtheit des Bewegungsapparates
geachtet. Die korrekte Stellung und damit eine gleichméflige Belastung der Gliedmallen ist

fiir die Durchfiihrung des Versuchsvorhabens notwendig.

3.2.3 Fixateur externe

Es wurde ein rigider Fixateur extern verwendet (sieche Abb. 3.1.), bestehend aus sechs
Schanzschrauben mit je einem Durchmesser von 5 mm und zwei Stahlrohren jeweils 10 mm
im Durchmesser, die untereinander mit 12 Klemmbacken verbunden waren. Die
standardisierten Abstinde der Schrauben untereinander betrugen 2,1 cm — 3,4 cm -3 cm — 3,4
cm — 2,1 cm. Der vereinheitlichte Abstand zwischen der Haut und den Klemmbacken betrug
15 mm. Der Fixateur wurde an einer genormten Stelle der nicht-osteotomierten Tibia

verschraubt. Das Anbringen der Fixateure erfolgte jeweils in identischer Verfahrensweise.
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Montierter Fixateur extern an der Tibia

3.2.4 Operatives Vorgehen

3.2.4.1 Narkose und Analgesie

In Vorbereitung auf die Operation wurden die Tiere fiir ca. 12 h niichtern belassen. Wasser
stand ihnen jeder Zeit ad libitum zur Verfiigung. Pridoperativ erhielt jedes Schaf einen
venosen Zugang tiber die Venacephalica antebrachitur Applikation von 10 mg Thiopental-
Natrium (Trapanal® 2,5 g) pro Kilogramm Korpergewicht. Die Intubation erfolgte unter
Sichtkontrolle. Mit Hilfe eines Beatmungsgerites wurde die Narkose mit einem Isofluran-
N>0-0,-Gemisch aufrechterhalten.

Uber den vendsen Zugang erhielten die Tiere prophylaktisch ein Antibiotikum in Form von 3
g Ampicillin/Sulbactam (Unacid® 3 g Trockensubstanz zur Infusion) und iiber den Zeitraum

der Operation 1000 ml Vollelektrolytlosung. Prdoperativ wurden zur Analgesie 5 ml
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Fentanyldihydrogencitrat (Fentany1®—J anssen 0,5 mg) intravends appliziert. Fiir den Zeitraum
nach der Operation erhielten die Tiere zur Schmerzprophylaxe ein Fentanylpflaster
(Fentanyl®-Janssen 75 pg/h). Das Pflaster wurde postoperativ am rasierten, osteotomierten

Bein angebracht.

3.2.4.2 Operationsvorbereitung

Die Tiere wurden in die rechte Seitenlage gebracht. Das rechte hintere Bein wurde geschoren
und mit Povidon-Iod (Braun01®) desinfiziert und danach steril abgedeckt.

Allen Tieren wurde eine Pansenschlundsonde gelegt, um das Risiko einer intra- oder
postoperativen Pansenaufgasung zu senken und damit verbundene Narkosezwischenfille zu
vermeiden. Bei der Lagerung der Schafe ist darauf zu achten, dass das Drehen der Tiere iiber

den Riicken vermieden wird, um die Verlagerung des Labmagens nicht zu provozieren.

3.2.4.3 Operationstechnik

Die Osteotomie erfolgte im medialen, diaphysdren Bereich der Tibia. Zur standardisierten
Montage des Fixateurs wurde eine eigens angefertigte Schablone an den Melleolus medialis
angelegt, der Anatomie folgend ausgerichtet und manuell fixiert. Mit Hilfe der Schablone
konnten kleine Hautinzisionen fiir die spatere Schraubenpositionierung gesetzt werden. Durch
die Schablonendffnungen konnte eine Bohrhiilse direkt auf das Periost des Knochens
aufgesetzt werden. Diese Hiilse diente als Richtungsweiser fiir die Bohrung und ebenso als
Schutz fiir das Weichteilgewebe. Mit einem druckluftbetriebenen Spiralbohrer wurden unter
Spiilung mit 0,9 % NaCl-Losung sechs Kanile in den Knochen gebohrt. In diese wurden
sechs Schanzschrauben bikortikal mit einem Handbohrfutter eingedreht. Uber 12
Klemmbacken wurden die Schanzschrauben mit zwei Stahlstangen untereinander fest
verbunden. Der Abstand von 15 mm des Fixateurs zur Hautoberfliche wurde durch einen
geeigneten Abstandshalter gewihrleistet. Der Knochen wurde zwischen der dritten und
vierten Schanzschraube nach einer Hautinzision stumpf freipréipariert, so dass zum Schutz des
Weichteilgewebes zwei Hohmann Knochenhebel unter die Tibia geschoben werden konnten.
Die Osteotomie wurde an dieser Stelle mit Hilfe einer oszillierenden, druckluftbetriebenen

Sédge durchgefiihrt. Die Durchtrennung des Knochens erfolgte mittels zweier Schnitte, so dass
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ein 2 cm grofles Knochenstiick entfernt werden konnte. Um eine Erwidrmung des Gewebes
wihrend des Sdgevorganges zu verhindern bzw. zu reduzieren erfolgte iiber den gesamten
Prozess eine Spiilung mit 0,9 % NaCl-Losung. Alle durchgefiihrten Arbeitsschritte passierten
unter maximaler Schonung des Weichteilgewebes, um Einblutungen aus der Muskulatur und
der Haut weitestgehend zu verhindern. Die Muskelfaszie wurde iiber dem Defekt mit Vicry1®
der Stirke 3-0 vernéht. Der Verschluss des Hautschnittes erfolgte mit Prolene® der Stiirke 3-0.
Somit wurde eine Wundhohle geschaffen, in der sich das Osteotomiehdmatom bilden konnte.
Im Anschluss daran wurde der gleichseitige Musculus graciligiber einen Hautschnitt mittels
eines Skalpells und durch stumpfes Priparieren dargestellt. Der Muskelbauch wurde zum
Erhalt der Funktion mittig und senkrecht zu Faserrichtung auf einer Lédnge von 2 cm ca. 2 cm
tief eingeschnitten. Die Schnittkanten wurden zur Reproduktion eines stumpfen Traumas
mittels einer Pinzette aufgeraut. Durch die Retraktion der Muskelfasern entstand eine der
GroBe des Knochendefekts entsprechende Wundhohle. Analog zum Knochendefekt erfolgte

der Verschluss der Muskelfaszie und der Haut iiber dem Weichteiltrauma.

3.2.4.4 Postoperative Versorgung

Die postoperative Versorgung bestand in der sorgfiltigen Kontrolle des Verbandes und des
Allgemeinbefindens der Tiere. Zur Schmerzprophylaxe wurde den Tieren ein Fentanylpflaster

(Fentanyl®-Janssen 75ug/h) am rasierten, osteotomierten Bein angebracht.

3.2.5 Blutentnahme

Unmittelbar vor Einleitung der Narkose wurde den Schafen iiber den gelegten Venenkatheter
eine Blutprobe entnommen. Die Probe (B0), bestehend aus 2 mal 10 ml in je einem mit
EDTA beschichteten Rohrchen, wurde schon wihrend der Operation fiir die FACS-

Untersuchung aufbereitet.
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3.2.6 Totung

Zur schmerzlosen Tétung wurde den Schafen ein vendser Zugang gelegt. Uber diesen Zugang
erhielt jedes Tier 2,5 g Thiopental (Trapana1® 2,5 g) gelost in 50 ml Wasser zu
Injektionszwecken. In tiefer Narkose erhielten sie zusidtzlich 100 ml Kaliumchloridlosung
(1M-Kaliumchlorid-Losung) intravends. Der eingetretene Herzstillstand wurde mittels

Auskultation festgestellt.

3.2.7 Hamatomentnahme

Direkt im Anschluss an die Euthanasie wurden die Himatome gewonnen. Die Wundhohlen
wurden durch Eroffnung der Néhte freigelegt und die Hamatome digital, unter Schonung des
umliegenden Gewebes zur Vermeidung von erneuten Einblutungen, entnommen. In sterilen
Petrischalen erfolgte die Aufteilung des Osteotomiechdimatoms (OH) wund des
Weichteilhimatoms (WH) in jeweils drei Teile. Ein kleiner Teil wurde fiir die histologische
Untersuchung separiert, welche aber nicht Teil dieser Arbeit ist. Ein zweiter Teil wurde in
einem steilen Falcon™ Tube, nach Schockfrosten in fliissigen Stickstoff, fiir die PCR-
Untersuchung bei -80°C eingefroren. Der iibrig gebliebene Teil der Probe wurde in einem 50

ml Falcon™ Tube direkt der FACS-Analyse zugefiihrt.

3.2.8 FACS-Analyse

3.2.8.1 Prinzip

Die FACS-Analyse (Fluorescence activated cell sorting) ist ein durchflusszytometrisches
Verfahren, bei dem es moglich ist auf der Grundlage von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften  iliber verschiedene Detektoren die Grofe und die Granularitéit
einzelner Zellen (siehe Abb. 3.2.a und 3.2.b) sowie deren Zugehorigkeit zu den verschiedenen
Zelllinien zu bestimmen. Zur Differenzierung werden die einzelnen Zellen mit

korrespondierenden, farblich markierten Antikorpern verbunden. Diese fluoreszierenden
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Antikorper werden {iber ein Lasersystem angeregt und die Signale auf Grund der

verschiedenen Wellenldngen von den jeweiligen Detektoren empfangen.

1000
Seitwirts-

streulicht

800 Neutrophile

Granulozyten

Licht-
quelle

400

Granularitat

Vorwirts-
streulicht
200

o/ 200 /400 600 80D\ 1000
GroBe

Debris  Lymphozyten Monozyten

Abbildung 3.2.a Abbildung 3.2.b
Darstellung der Streulichteigenschaft einer Differenzierung der Zellen auf Grund von
Zelle GroBe und Granularitét

3.2.8.2 Durchfiihrung

Die Verarbeitung der Himatome und der Blutprobe zur FACS-Analyse erfolgten zeitnah und
unter Verwendung von Einweghandschuhen. Eingangs wurden die Hamatom- und Blutproben
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die darauf folgend mit 0,9 % NaCl-Losung
versetzten Himatome wurden mit einem Ultra Turrax homogenisiert und anschlieend zur
Trennung von vorhandenen Koageln und Fibrinresten durch einen Zellsieb filtriert. Das Filtrat
wurde 5 min bei 1800 x g zentrifugiert. Bei der Aufbereitung der Proben fiir die FACS-
Analyse wurde bei allen Schritten die Eppendorf Zentrifuge 5810R verwendet. Nach erneuter
Abnahme des Uberstandes bei der Himatomprobe wurde der Himatom- und der Blutprobe
Lysepuffer hinzugefiigt und auf 15 ml aufgefiillt. Die in der Suspension noch enthaltenen
Erythrozyten wurden damit bei Raumtemperatur und einer Inkubationszeit von 7 min lysiert.
Das durch wiederholtes Zentrifugieren (10 min, 450 x g und Raumtemperatur) entstandene

Pellet aus weiflen Blutkorperchen wurde in 3 ml FACS-Puffer resuspendiert und auf 12 ml
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mit PBS-Puffer aufgefiillt. Nach dem anschlieBenden Zentrifugieren (10 min, 450 x g bei
Raumtemperatur) kann bei Bedarf der Lyseschritt wiederholt werden. SchlieBlich wurde das
Pellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Eine Vitalfarbung der Zellen mit Trypanblau in der
Neubauer-Zihlkammer wurde parallel mit einer Zellzdhlung durchgefiihrt. Die Fiarbung der
Probe mit den Fluoreszenzmarkern fand fiir 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur statt.
Folgende Antikorper wurden fiir die FACS-Analyse genutzt: a-ovCD45-PE, a-ovCD8-PE, a-
bovCD21-FITC, oa-huCD14-FITC, a-bovWCI1-FITC, a-ovCDS5-FITC, a-ovCD4-AF647, o-
ovCD25-FITC. Mit 3 ml FACS-Puffer wurden die ungebundenen Antikorper ausgewaschen
und die markierten Zellen mit 250 ul FACS-Puffer und 250 pl 4 % Formalin/PBS fixiert.
Danach wurde die Probe erneut mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen. Dem Waschen schloss
sich jeweils ein 10 miniitiges Zentrifugieren bei 450 x g an. Zur Durchfiihrung der FACS-
Analyse wurde ein BD FACS-Calibur™ Flow Cytometry System verwendet. Pro Probe
wurden dabei 30.000 bis 100.000 Zellen analysiert. Die qualitative und quantitative
Bestimmung der markierten Zellen wurde iiber die Fluoreszenzmessung bei verschiedenen
Wellenldngen realisiert. Zur Auswertung der gewonnenen Daten wurde die FlowJo Software
herangezogen.

Zur Beurteilung der Zellpopulationen fiir den Zweck dieser Untersuchungen wurde ein Gate
bestimmt, welches Zelltriimmer und Granulozyten ausschlieBt (sieche Abb. 3.2.b). Somit
gehoren Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten zu den in dieser Arbeit untersuchten

Zellen.

3.2.9 Molekularbiologische Untersuchung

Alle molekularbiologischen Arbeiten erfolgten unter Verwendung von Einweghandschuhen

sowie sterilen Dualfiltertips und DNA LoBind Tubes.

3.2.9.1 RNA-Isolierung

Die Ribonukleinsdure (RNA) wurde aus den Hdmatomen mit Hilfe von TRIzol® Reagens
isoliert. In Vorbereitung dazu mussten die Himatome aliquotiert werden zu je 150 mg/2 ml
Tube. Die Aufarbeitung mit TRIzol® musste unter dem Abzug erfolgen. Auf 150 mg

gefrorenen Gewebes wurde 1 ml Losung gegeben. Das angefrorene Gewebe wurde mit Hilfe
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eines Ultra-Turrax homogenisiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurden die Proben
nach griindlicher Durchmischung mit einem Vortex Schiittler 10 min bei Zimmertemperatur
inkubiert und nachfolgend noch einmal gemischt. Die darauf folgende Zentrifugation geschah
fiir 10 min bei 14.000 x g und Raumtemperatur. Alle in diesem Abschnitt durchgefiihrten
Zentrifugationsschritte erfolgten mit der MiniSpin® Zentrifuge. Der Inhalt der
Eppendorfgefde zeigte eine deutliche Phasentrennung. Die obere, klare Phase enthielt die
RNA. Diese wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues 2 ml Eppendorfgefal} {iberfiihrt.
Die iibrig gebliebene mittlere Interphase und die untere Chloroform-Phenolphase wurden
verworfen. Im Verhiltnis 1:2 wurde der wissrigen Phase Isopropanol zugegeben, nach dem
Mischen 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 10 min bei 14.000 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Die RNA fiel aus und wurde bei reichlich vorhandener RNA
als Pellet sichtbar. Das iiberstandige Isopropanol wurde vorsichtig abpipettiert und die RNA
zum Waschen mit 1 ml 75%igem Ethanol versetzt und gevortext. Nach dem Zentrifugieren
fiir 5 min bei 14.000 x g und Raumtemperatur wurde der Uberstand an Ethanol abpipettiert
und das Pellet bei 37°C im Heizblock fiir ca. 30 min und gedffnetem Tube getrocknet. Zum
Schluss wurde das Pellet in 20 pul RNase freiem Wasser bei 50°C im Heizblock bei
geschlossenem Eppendorfgefal gelost.

Um mogliche Reste von DNA zu entfernen, wurde das RNase Free DNase Set verwendet. 160
ul DNase Mix wurde zu der gelosten RNA gegeben und bei Raumtemperatur 15 min
inkubiert. Die Schritte zur RNA-Isolierung mit Hilfe von TRIzol® wiederholten sich an dieser
Stelle. Die isolierte und gereinigte RNA, gelost in 20 ul RNase freiem Wasser, wurde bei -
80°C aufbewahrt.

3.2.9.2 Photometrische Messung

Die photometrische Konzentrationsmessung der gewonnenen RNA erfolgte mit dem
BioPhotometer bei einem Absorptionsmaximum von 260 nm. Das Geridt wurde mittels 50 ul
Nuclease freiem Wasser kalibriert. Danach folgte die Konzentrationsmessung von 1 ul Probe
in 49 ul Nuclease freiem Wasser. Zusitzlich wurde die Ratio ermittelt. Sie gibt Auskunft iiber
die Reinheit der RNA und ergibt sich aus der Extinktion bei der Wellenlinge 260
nm/Extinktion bei der Wellenldnge 280 nm. Bei guter Reinheit der RNA erhilt man Werte

zwischen 1,8 und 2,0.
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3.2.9.3 Reverse Transkription (RT)

Da eine Amplifikation der RNA nicht moglich ist, besteht die Notwendigkeit komplementére
DNA (cDNA) herzustellen. Dies geschieht im Arbeitsschritt der Reversen Transkription.

Die verwendeten Random-Primer bestehen aus Nukleotid-Hexameren, die zufillig an die
RNA binden. Hierfiir wurden 8 pl RNA mit 1 pl eines 10 mM dNTP-Mixes und 1 pl
Random-Primer versetzt, um ein Gesamtvolumen von 10 pl zu erhalten. Dieser Ansatz wurde
5 sek zentrifugiert (Centrifuge Mini Spin®) und in einem Thermocycler (Mastercycler®
gradient) 5 min bei 65°C inkubiert. Es folgte eine Kiihlung auf Eis. Dem Ansatz wurden 4 pl
M-MLYV RT 5x Reaktionspuffer, 1 pul RNase-Inhibitor (40 U/ul) und 4,5 pl Wasser (Nuclease
Free Water) hinzugefiigt, erneut anzentrifugiert und 2 min bei 42°C inkubiert. Im Anschluss
wurde 1 pl M-MLV Reverse Transcriptase RNase H Minus, Point Mutant (200 U/ul)
hinzupipettiert, der Ansatz kurz zentrifugiert und 50 min bei 42°C inkubiert. Das Enzym
Reverse Transkriptase erkennt Random-Primer, bindet an diese und schreibt die RNA-
Einzelstringe in cDNA um. Nachfolgend wurde der Ansatz 15 min bei 70°C inkubiert, was zu
einer Inaktivierung der Reversen Transkriptase fiihrte. AbschlieBend wurde der Ansatz auf
Eis abgekiihlt, 1 pul RNase-H (250 U/ul) hinzugegeben und 20 min bei 37°C inkubiert. Dies
sicherte den Verdau der restlichen RNA, die sich noch in der Probe befand. Das Endvolumen

von 21,5 pl reiner cDNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

3.2.9.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.9.4.1 Qualitatssicherung

Gradientenbestimmung

Das Ziel der Gradientenbestimmung mittels PCR ist es, herauszufinden, welches die optimale
Annealingtemperatur der einzelnen Primerpaare ist und an welchem Punkt die maximale
Spezifitiat zur Amplifikation der Zielsequenz besteht. Als Template wurde ein Probepool in
der Verdiinnung 1:10 verwendet. Die zu testenden Primer (forward und reverse) wurden
ebenfalls mit RNase freiem Wasser bis zu einer Endkonzentration von 10 umol/ml verdiinnt.

Je Primerpaar wurde eine Temperaturspanne von 10°C getestet beginnend mit der kleinsten
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Annealingtemperatur von 55,6°C in acht Schritten bis zur hdchsten Annealingtemperatur von
65,6°C. Fiir jeden Reaktionsansatz wurden 12,5 ul iQTM Supermix, 1 ul SYBR®—Green, je 0,5
pl Primer forward und Primer reverse und 8,5 ul Wasser (RNase freies Wasser) vermischt
und in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Die Bestimmung erfolgte im iQ™ 5 real time PCR
Detection System im einfachen Ansatz mit je 2 pl Probe. Eine Negativkontrolle pro
Temperaturpunkt und Primer diente als Nachweis, um Verunreinigungen mit Fremd-DNA
und Primerdimere auszuschlieBen. Die Auswertung erfolgte iiber die Betrachtung der
Schmelzkurven (siehe Abb. 3.3.a und 3.3.b). Der Threshold wurde dafiir fiir alle Primer bei
50 eingestellt, um eine Vergleichbarkeit zu erreichen. Der Threshold befand sich in der
exponentiellen Anstiegsphase. Die Annealingtemperatur von 62°C, die bei der
Primerherstellung fiir alle verwendeten Primer gewiinscht wurde, konnte auf diesem Wege
bestitigt werden. Somit besteht die Moglichkeit alle Primer gleichzeitig auf einer Platte zu

verwenden.
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Abbildung 3.3.a Abbildung 3.3.b
Beispiel einer guten Schmelzkurve iiber die gesamte Temperaturspanne von 55,6 bis 65,6°C

(Abb.3.3.a) und bei 62°C (Abb.3.3.b)

Effizienzbestimmung

Die Effizienz eines Primers trifft eine Aussage iiber die Spezifitdt mit welcher dieser an das
Template bindet. Der optimale Wert fiir die Effizienz liegt bei 2, was bedeutet, dass in jedem
PCR-Zyklus eine Verdopplung der Templates vorliegt. Dies wurde fiir jeden verwendeten

Primer mittels quantitativer PCR im Doppelansatz iiberpriift. Von der Probe wurde eine
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Verdiinnungsreihe hergestellt. Wie schon fiir die Gradienten-PCR wurde ein Master-Mix, fiir
jeden Reaktionsansatz, bestehend aus 12,5 pl iQ™ Supermix, 1 pl SYBR®-Green, je 0,5 ul
Primer forward und Primer reverse und 8,5 ul Wasser hergestellt. Im Diagramm kann anhand
der Steigung die Effizienz ermittelt werden (siehe Abb.3.4.), so dass die Grundlage fiir die
Auswertung der PCR mit der Gleichung 2" gegeben ist. Eine Primereffizienz zwischen 1,8
und 2,0 ist erstrebenswert. Effizienzen von mehr als 2,0 kénnen durch Nebenprodukte

zustande kommen.

40 -

35 4

25 4

20 | m=-3,42488637 ¢ Series]
E= 1,96 ——Linear (Series1)
15
10 Abbildung 3.4.
* Graphische  Darstellung  zur
0 T T T T | ..
0 05 1 15 2 25 Berechnung der Effizienz (E)

3.2.9.4.2 Quantitative revers transkribierte PCR (q RT-PCR)

Die gewonnene cDNA diente als Ausgangsmaterial fiir die PCR. Es wurden ausgewdhlte
Zytokine, Wachstumsfaktoren, extrazelluldre Matrixproteine, ein Transkriptionsfaktor und ein
transmembranes Transportprotein in den Gewebeproben untersucht. Als Referenz wurde
Cyclophillin A als Housekeeping Gen bestimmt. Bei der quantitativen PCR ist es moglich
eine Aussage iiber die urspriingliche Menge von RNA zum Entnahmezeitpunkt zu treffen.

Fiir einen Reaktionsansatz wurden 12,5 ul eines Absolute™ Max QRT-PCR SYBR®-Green
Fluorescein Mix und 6,5 pul Wasser (Nuclease Free Water) vermischt. Der Ansatz wurde mit
je 4 ul des entsprechenden Templates in einer Verdiinnung von 1:10 in eine 96-Loch-Platte
pipettiert und mit Ultra Clear Cap Strips verschlossen. Fiir jeden Primer wurde eine

Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Dadurch konnte die Reproduzierbarkeit gesichert werden.
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Material und Methoden

Als Negativkontrollen wurden je Primer drei Proben ohne Template belassen, um eine
Kontamination mit Fremd-DNA auszuschlieBen. Die Platte wurde fiir 1 min bei 400 U/min
und 20°C zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5810R) und dann im iCycler-System (iQ™ 5
real time PCR Detection System) positioniert. Hier erfolgte die Amplifikation beginnend mit
einer initialen Denaturierung von 3 min bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen. Ein Zyklus umfasste
eine Denaturierung von 30 sek bei 95°C, ein Annealing von 30 sek bei 62°C und eine
Elongation von 30 sek bei 72°C. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Green ist in der Lage, sich
unspezifisch in die Doppelstrang-DNA einzulagern. Uber den Verlauf der Zyklen kommt es
durch die Vermehrung der dsDNA zu einem Fluoreszenzanstieg. Das zunehmende
Fluoreszenzsignal konnte gemessen und damit eine Quantifizierung der einzelnen Faktoren
vorgenommen werden. Die Basis fiir die Quantifizierung der PCR bildete der Schnittpunkt
der Fluoreszenzkurve mit dem Threshold (Ct-Wert). Der Threshold wurde auf den Wert 50
festgelegt, bei dem der Fluoreszenzanstieg exponentiell erfolgt. Unter Einbeziehung des CT-
Wertes des Referenzgens Cyclophillin A erhédlt man den ACT-Wert (relative Quantifizierung,
CT-Wert des Zielgens — CT-Wert des Referenzgens). Unter Einbeziehung der Effizienz

erhilt man mit der Formel 2" das quantitative PCR Ergebnis.
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Material und Methoden

Primer | for/rev | Genlokus Linge der | Sequenz 5" — 3
Zielsequenz
in bp

BMP-2 Rev AF508028 203 CgC AAC gAT CCA gTC ATT
BMP-2 For CTT TgC ACC AAg ATg AgC
CD 19 Rev EE800417 249 ggA CTT TCC Agg CAC CAg TC
CD 19 For TCC ACA AgC ATC CCA TgA Ag
CD 34 Rev DY522037 179 TTC CAg CTC CAg CCT TTC TC
CD 34 For gAg AgA Tgg gCA TCC Agg AC
CD 73 Rev EE829088 181 Agg CCC CTT ggC TTT AAT gT
CD 73 For CAC CAT CTg gTT CAC CgT gT
CYA Rev DY495412 201 ACT ggg Agg ggg ATA Agg AA
CYA For Tgg CAA gAC CAg CAA gAA gA
GDEF-8 Ase NM_001009428 295 ggg CAT ggT AAT gACCgT TT
GDF-8 For TgA gAA CAg CgA gCA gAA gg
GLUT 1 | Rev EE818738 274 ggC CgA AAC ggT TAA CAA AA
GLUT 1 | For ATg gAg CCC ACC AgA AAg AA
HIF la Rev AF233078 160 CTg TgT CCA gTIT AgT TCA AAC

TgA gT
HIF 1a For Tgg ATA TTg AAg ATg AAA TgA Agg

CA
HMOX 1 | Rev 246 ggg TTC TCC TTg TTg CgT TC
HMOX 1 | For AgC ATC gAC CCC ACA CCT AC
IL-1B For X56972 96 TTg ggT ATC Agg gAC AAg AAT CT
IL-1B Rev ggg gTA gACTTT ggg ¢gTC TACTT
1L-2 Rev NM_001009806 165 AgC gTT AAC CTT ggg CAT gT
1L-2 For gTT gCA AAC ggT gCA CCT AC
IL-2Ra Rev NM_001009415 100 Agg ATg CTg gAg AgC Agg Ag
IL-2Ra For gCA TAA gTg AAg ggg CgA AC
IL-6 Rev X68723 127 gCT CTg CAACTC CAT gAC AgT T
1L-6 For ATC Tgg ¢gTT CAA TCA ggC gA
IL-10 Rev CN823380 126 AgA gCA AgC CCC TgT TgT gT
IL-10 For gAA ggg Agg ggC AAA gAA AC
OPN Rev AF152416 103 gAA TTC Tgg ggT TCT Agg AAA T
OPN For gCT CTg Agg AAA AgC AgCTTA A
PDGF For X97123 122 TgC ATg gAg ACT CCT TAg ATg A
PDGF Rev gAC CgT Tgg ggA ACC Tag
TGFB-1 | For X76916 91 CAA ggg CTA CCA CgCCAAT
TGFB-1 | Rev gTT gTA CAg ggC CAg gACCT
TNF a Rev AY289202 100 gAT gAg gAg ggT CTg AAg gAg TAA

AT
TNF a For ggC Agg TCT ACT TTg ggA TCA
VEGF Rev AF071015 91 TTC ACATTT gTT ATg CTg TAg gAA
VEGF For gTT CAA CAT CAC CAT gCA gAT T
vWF Rev EE829929 242 ACCCTg gCT gTg ATg TCCTT
vWF For ATT CAg CTA CgA ggg ggA CA
Tabelle 3.1.

Ubersicht der verwendeten Primer mit Genlokalisation, Gengrofe und Primersequenz
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Material und Methoden

Die Zielsequenzen der einzelnen Faktoren wurden iiber die Datenbank NCBI bezogen und

mit Hilfe des Programms ,,Primer 3* (http://frodo.wi.mit.edu/) entworfen. Zur Gestaltung der

Primer waren neben den Zielsequenzen aullerdem Angaben zur GroBe (zwischen 18 und 26

mer) und zur gewiinschten Annealingtemperatur (62°C) erforderlich.

3.2.10 Statistische Analyse

Zur deskriptiven, statistischen Auswertung wurde SPSS eingesetzt. Der Vergleich von
Osteotomie- und Weichteilhdmatom fiir jedes Tier eines jeden Zeitpunktes wurde mit dem
Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Fiir die Auswertung des Verlaufs {iber die Zeitpunkte 24 bis 48
Stunden wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt. Zur graphischen Darstellung wurden
Boxplots gewdhlt.

Die statistische Auswertung wurde fiir das gesamte Versuchsvorhaben in Absprache mit der

statistischen Abteilung der Charité Berlin erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der FACS Untersuchung

Die Werte der FACS Untersuchungen wurden gegen die Resultate aus der Blutuntersuchung,
die praoperativ durchgefiihrt wurde, aufgetragen. Die Ergebnisse der Blutproben wurden fiir
jedes Tier als 100 % definiert, um die individuellen immunologischen Unterschiede der Tiere
heraus zu rechnen. Da die Tiere aus einer normalen Schafhaltung stammen, starten sie mit
einem individuellen Immunstatus in den Versuch, der aus der Auswertung ausgeschlossen
werden sollte. Mit Hilfe einer rot gestrichelten Linie wurden die Ergebnisse aus der

Blutuntersuchung in den Graphen kenntlich gemacht.
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Ergebnisse

411 CD45

Der Leukozytenmarker CD 45 konnte in allen Proben und zu allen Zeitpunkten nachgewiesen
werden. Die ermittelten Werte der CD 45" Zellen liegen in allen Proben unter den Werten, die
in den Blutproben gemessen wurden (OH p=0,031; WH p=0,031; KM p=0,031). Im
Osteotomiehdmatom ist zum Zeitpunkt 36 Stunden eine leichte Abnahme der Zellpopulation
zu erkennen. AnschlieBend ist nach 48 Stunden ein eindeutiger Anstieg zu verzeichnen
(p=0,041). In den Weichteilhimatomen und im Knochenmark liegen die Zellzahlen relativ
konstant auf einem Niveau. Ein leichter Anstieg ist lediglich zum Zeitpunkt 48 Stunden im
Knochenmark zu erkennen. Die Werte der CD 45" Zellen im Knochenmark sind im Vergleich

zum Osteotomiehdmatom (p=0,031) und zum Weichteilhdmatom (p=0,031) bedeutend

niedriger.
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Abbildung 4.1. CD 45 positive Zellen im Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhdmatom
(WH) und im Knochenmark (KM) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiler; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

412 CD14

Das Rezeptorprotein der Monozyten CD 14 konnte in allen Proben und zu allen Zeitpunkten
nachgewiesen werden. Der Anteil CD 14 positiver Zellen liegt in den Proben iiber den
Werten, die im Blut gemessenen wurden. Eine Ausnahme bildet zum Zeitpunkt 24 Stunden
das Knochenmark. Dort liegen die prozentualen Anteile leicht unter denen im Blut. Im
Gegensatz dazu befinden sich die Werte der Osteotomiehdmatome (p=0,031) und der
Weichteilhimatome (p=0,031) zu diesem Zeitpunkt auffallend iiber denen des
Knochenmarks. Sowohl in den Proben der Weichteilhimatome als auch in denen des
Knochenmarks ist {iber den gesamten Zeitraum ein leichter Anstieg der Werte zu verzeichnen.
Die Anteile der CD 14 positiven Zellen im Osteotomiehdmatom sinken zum Zeitpunkt 48

Stunden post OP wieder auf die Werte, die zum Zeitpunkt 24 Stunden gemessen wurden.
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Abbildung 4.2. Anteil CD 14 positiver Zellen in der Leukozytenpopulation im
Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhimatom (WH) und im Knochenmark (KM) (* p<0,05;

# p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

413 CD21

Der Marker reifer B-Lymphozyten CD 21 konnte in allen Proben und zu allen Zeitpunkten
nachgewiesen werden. Dieser Anteil der Zellen liegt in allen Proben unter denen, die im Blut
nachgewiesen wurden. Der prozentuale Anteil im Knochenmark ist Bezug nehmend auf die
ermittelten Werte im Blut deutlich niedriger (p=0,031). Zum Zeitpunkt 48 Stunden findet im
Osteotomiechdmatom ein leichter Anstieg der CD 21 positiven Zellen statt. Im
Weichteilhdimatom und im Knochenmark kann iiber den gesamten Zeitraum kein Trend
beobachtet werden. Ein drastischer Unterschied zeigt sich nach 24 Stunden zwischen dem
Osteotomiehdmatom und dem Knochenmark (p=0,031). Sowohl nach 24 als auch nach 48
Stunden lésst sich zwischen Weichteilhdamatom und Knochenmark ein Trend erkennen. Die

Anzahl der CD 21 positiven Zellen liegt dabei im Weichteilhdmatom tendenziell hoher als im

Knochenmark.
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Abbildung 4.3. Anteil CD 21 positiver Zellen in der Leukozytenpopulation im
Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhimatom (WH) und im Knochenmark (KM) (* p<0,05;

# p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

414 CD5

Dieser Marker der T-Lymphozyten konnte in allen Proben und zu allen Zeitpunkten
nachgewiesen werden. Im Knochenmark befinden sich nach 24 (p=0,031) und 48 Stunden
(p=0,031) auffallend weniger CD 5 positive Zellen als im Blut. Zum Zeitpunkt 36 Stunden
zeichnet sich lediglich ein Trend ab. Im Osteotomiehdmatom stellen sich zum Zeitpunkt 24
Stunden deutlich geringere Werte als im Blut dar (p=0,031). Wihrend im Knochenmark iiber
den gesamten Zeitraum relativ konstante Prozentzahlen gemessen wurden, ist sowohl im
Osteotomiehdmatom als auch im Weichteilhdmatom ein leichter Anstieg zu verzeichnen. 24
Stunden post OP zeigen sich im Weichteilhimatom geringgradig mehr CD 5 positive Zellen
als im Osteotomiehdmatom. Diese wiederum liegen etwas liber den Werten im Knochenmark.
Eine &hnliche Verteilung ist zu den anderen beiden Zeitpunkten erkennbar. Diese
Zellpopulation hat zum Zeitpunkt 48 Stunden im Weichteilhdmatom bedeutend hohere
Anteile als im Knochenmark (p=0,031).
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Abbildung 4.4. Anteil CD 5 positiver Zellen in der Leukozytenpopulation im
Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhdimatom (WH) und im Knochenmark (KM) (* p<0,05;

# p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)

59



Ergebnisse

415 CD8

Diese Gruppe der cytotoxischen T-Zellen konnte in allen Proben und zu allen Zeitpunkten
nachgewiesen werden. Klare Unterschiede zeigen sich im Vergleich der Proben mit der
Blutuntersuchung. Im Osteotomiehdmatom liegen die Werte nach 48 Stunden (p= 0,031) und
im Weichteilhdmatom nach 36 (p=0,031) und 48 Stunden (p=0,031) deutlich unter denen der
Blutuntersuchung. Im Osteotomiehdmatom nimmt der Anteil cytotoxischer T-Zellen iiber die
Zeitspanne ab. Ein leichter Abfall ldsst sich auch im Weichteilhimatom erkennen. Das
Knochenmark weist zu den Zeitpunkten 24 und 48 Stunden einen insgesamt etwas hoheren
Anteil an CD 8 positiven Zellen auf. Einen deutlichen hoheren Anteil erreichen zum
Untersuchungszeitpunkt 48 Stunden die cytotoxischen T-Zellen im Knochenmark im
Vergleich zum Osteotomiehdmatom (p=0,031). Diese Anteile liegen damit auch iiber den

Ergebnissen der Blutuntersuchung.
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Abbildung 4.5. Anteil CD 8 positiver Zellen in der T-Lymphozytenpopulation im
Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhimatom (WH) und im Knochenmark (KM) (* p<0,05;

# p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

416 CD4

T-Helferzellen konnten in allen Proben und zu allen Zeitpunkten nachgewiesen werden.
Bezug nehmend auf die Blutuntersuchung liegen die prozentualen Anteile der
Osteotomiehdmatome unter und die der Weichteilhimatome etwas iiber den Referenzwerten.
Ein deutlich geringerer Anteil an T-Helferzellen besteht {iber den gesamten Zeitraum im
Knochenmark verglichen mit den Ergebnissen der Blutuntersuchung (p=0,031). Die
ermittelten Werte der CD 4 positiven Zellen im Knochenmark liegen im gesamten
Zeitintervall deutlich unter dem Niveau der Osteotomie- und Weichteilhimatomproben. So
zeichnen sich beim Vergleich mit den Weichteilhdmatomproben zum Zeitpunkt 24 Stunden
(p=0,031), 36 Stunden (p=0,031) und 48 Stunden (p=0,031) auffillige Unterschiede ab. Nach
36 und 48 Stunden post OP liegen die Ergebnisse der Osteotomiehdmatome eindeutig iiber
denen des Knochenmarks (p=0,031; p=0,031). Zum Zeitpunkt 24 Stunden ist zwischen
Osteotomiehdmatom und Knochenmark ein Trend erkennbar. Uber den gesamten Zeitraum
steigen die T-Helfer-Zellen im Knochenmark leicht an. Im Osteotomiehdmatom bleiben die
Werte, welche gering unter denen der Blutproben liegen, in etwa auf dem gleichen Niveau. Im
Weichteilhdmatom zeigt sich nach 36 Stunden ein leichter Anstieg der Zellpopulation, um
dann nach 48 Stunden etwas unter den Anfangswert (24 Sunden) zu sinken. Zum Zeitpunkt
36 Stunden zeigen sich im Osteotomiechdmatom auffallend niedrigere Werte als im

Weichteilhimatom (p=0,031).
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Abbildung 4.6. Anteil CD 4 positiver Zellen der T-Lymphozytenpopulation
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Ergebnisse

4.1.7 CD 25

Aktivierte und regulatorische T-Zellen konnten in allen Proben und zu allen Zeitpunkten
nachgewiesen werden (siche Abb. 4.7.a). Die Werte der CD 25 positiven Zellen in der T-
Helferzellpopulation im Osteotomiehdmatom liegen im gesamten Zeitraum auf dem Niveau
der im Blut aufgefundenen Zellen. Die Anteile im Weichteilhimatom liegen unter denen der
Blutuntersuchung. Zum Zeitpunkt 48 Stunden befanden sich deutlich weniger der
untersuchten Zellen im Weichteilhimatom als im Blut (p=0,031). In Bezug auf die
Blutproben konnten im Knochenmark 24 Stunden postoperativ auffallend hohere Anteile
registriert werden (p=0,031). Diese Zellpopulation im Weichteilhimatom befindet sich zum
Zeitpunkt 24 Stunden klar unter der im Osteotomiehdmatom (p=0,031) und sinkt zum
Zeitpunkt 48 Stunden weiter ab. Die Ergebnisse der Untersuchungen im Knochenmark zeigen
deutlich mehr CD 25 positive T-Lymphozyten als in den anderen Proben. Zum Zeitpunkt 24
Stunden ergeben sich daraus deutliche Differenzen sowohl zum Osteotomiehdmatom
(p=0,031) als auch zum Weichteilhimatom (p=0,031) sowie zum Zeitpunkt 48 Stunden zum
Weichteilhdmatom (p=0,031).
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Abbildung 4.7.a Anteil CD 25 positiver Zellen (aktivierte und regulatorische T-Zellen) in der
T-Helferzellpopulation im Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhdmatom (WH) und im
Knochenmark (KM) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

Regulatorische T-Zellen konnten in allen Proben und zu allen Zeitpunkten nachgewiesen
werden (siche Abb. 4.7.b). Der Anteil regulatorischer T-Zellen (CD 25") an den CD 4
positiven Zellen unterscheidet sich von den aktivierten und regulatorischen T-Zellen (CD 257)
anhand der Menge der auf der Oberflache exprimierten Antigene. Im Osteotomiehdmatom
bleibt der Anteil der regulatorischen T-Zellen iiber die gesamte Zeit auf einem Niveau,
welches nur leicht iiber dem des Blutes liegt. Ahnlich verhilt es sich im Weichteilhiimatom,
mit dem Unterschied, dass nach 48 Stunden dieser Anteil leicht absinkt. Im Knochenmark
konnen deutliche Unterschiede festgestellt werden. Die Grofle der Zellpopulation ist hier vor
allem nach 24 Stunden sichtlich hoher, sinkt aber nach 36 Stunden wieder etwas ab, um nach
48 Stunden wieder auf das urspriingliche Niveau anzusteigen. Auffallend ist die erkennbar

breitere Streuung der prozentualen Anteile im Knochenmark.
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Abbildung 4.7.b Anteil CD 25 positiver Zellen (CD 25", regulatorische T-Zellen) in der T-
Helferzellpopulation im Osteotomiehdmatom (OH), Weichteilhdamatom (WH) und im

Knochenmark (KM) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

418 CD31

Der Endothelzellmarker CD 31 konnte in allen Proben und zu allen Zeitpunkten
nachgewiesen werden. Die Anzahl der Endothelzellen ist sowohl im Weichteilhimatom als
auch im Osteotomiehdmatom geringer als im pridoperativ entnommenen Blut. Im Gegensatz
dazu zeigen sich im Knochenmark zu allen drei Untersuchungszeitpunkten mehr CD 31
positive Zellen als im Blut. Der Anteil der CD 31 positiven Zellen ist jeweils im
Osteotomiehdmatom, im Weichteilhdimatom und im Knochenmark im Laufe der Zeit auf
einem &dhnlichen Niveau geblieben. Zum Zeitpunkt 24 Stunden post OP sind die
Endothelzellen im Knochenmark vermehrt anzutreffen. Diesbeziiglich zeichnet sich zum
Osteotomie- und Weichteilhimatom ein Trend ab. Das gleiche Verhiltnis findet sich zum

Zeitpunkt 48 Stunden postoperativ.
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Abbildung 4.8. Anteil CD 31 positiver Zellen im Osteotomiehimatom (OH),
Weichteilhimatom (WH) und im Knochenmark (KM) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiler; ¢ =

Extremwert)
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Ergebnisse

4.2  Ergebnisse der PCR

4.2.1 BMP-2

Fiir die Expression des osteogenen Faktors BMP-2 konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-
Werte bestimmt werden. In beiden Hamatomarten ist liber die Zeit ein Anstieg zu erkennen.
In der Gruppe der Osteotomiehdmatome erfolgt der Anstieg der mRNA-Konzentration nach
48 Stunden. Auffillig ist dabei die deutliche Varianz der BMP-2-Expression. In den
Weichteilhimatomen setzt eine deutliche Erhohung der Expression bereits nach 36 Stunden
ein (p=0,036). 48 Stunden postoperativ zeigt der Vergleich beider Gruppen im

Osteotomiehdmatom eine ausgepriagtere Expression von BMP-2.
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Abbildung 4.9. relative mRNA-Expression von BMP-2 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreifler; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

422 CD19

Fiir die Expression des friithen B-Zellmarkers CD 19 konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-
Werte bestimmt werden. Sowohl in den Osteotomie- als auch in den Weichteilhimatomen
konnte ein leichter Anstieg der mRNA-Expression von CD 19 im Untersuchungszeitraum
registriert werden. Die Mittelwerte beider Untersuchungsgruppen liegen zu allen drei
Zeitpunkten sehr nah beieinander, wenngleich nach 48 Stunden in den Osteotomiehdmatomen

eine groflere Varianz vorzufinden ist.
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Abbildung 4.10. relative mRNA-Expression von CD 19 im Osteotomiehamatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Ergebnisse

423 CD 34

Fiir die Expression von CD 34, einem Marker himatopoetischer Stammzellen, konnten zu
allen Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt werden. In beiden Versuchsgruppen war nach 36
Stunden ein Expressionspeak zu verzeichnen. In den Weichteilhdmatomen ist dieser Anstieg
deutlicher (p=0,032) als in den Hamatomen nach der Osteotomie. Danach nimmt in beiden
Gruppen die Konzentration der mRNA fiir CD 34 wieder ab und erreicht nach 48 Stunden die

Werte, welche zum Zeitpunkt 24 Stunden gemessen wurden.
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Abbildung 4.11. relative mRNA-Expression von CD 34 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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424 CD73

Fiir die Expression von CD 73, einem Indikator fiir mesenchymale Stammzellen, konnten zu
allen Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt werden. Wihrend die mRNA-Expression in der
Gruppe der Weichteilhimatome iiber den Zeitverlauf auf einem dhnlichen Niveau verbleibt,
steigt die Expression fiir CD 73 in den Osteotomiehdimatomen nach 36 Stunden leicht an.

Nach diesem Expressionspeak sinken die Werte wieder auf die Ausgangswerte.
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Abbildung 4.12. relative mRNA-Expression von CD 73 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.5 GDF-8

Fiir die Expression von GDF-8, welches regulierend auf die Muskulatur und Knochenmasse
einwirkt, konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt werden. In der Gruppe der
Osteotomiehdmatome kann im Zeitverlauf weder ein Ansteigen noch ein Abfallen der GDF-
8-Konzentration registriert werden. Die Werte liegen insgesamt dennoch hoher als in den
Weichteilhimatomen und zeigen eine relativ grole Standardabweichung. Nach 36 Stunden
konnte in den Weichteilhimatomen ein deutlicher Anstieg der Expression von GDF-8

festgestellt werden (p=0,036).
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Abbildung 4.13. relative mRNA-Expression von GDF-8 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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426 GLUT1

Fiir die Expression von GLUT 1, welches ein Indikator fiir eine anaerobe Stoffwechsellage
und somit kennzeichnend fiir eine Hypoxie ist, konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte
bestimmt werden. Die mRNA-Expression zeigt in den Osteotomiechimatomen einen
kontinuierlichen, leichten Anstieg, wohingegen in der Gruppe der Weichteilhimatome zum
Zeitpunkt 48 Stunden ein deutlicher Anstieg festzustellen ist (p=0,016). Im Ganzen betrachtet
besteht in den Osteotomiehdmatomen eine hohere Expression als in den
Weichteilhimatomen. Im beschriebenen Zeitraum von 24 bis 48 Stunden findet die maximale

Expression 48 Stunden postoperativ in den Hamatomen nach der Osteotomie statt.
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Abbildung 4.14. relative mRNA-Expression von GLUT 1 im Osteotomiehamatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (¥p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.7 HIF la

Fiir die Expression des Hypoxiemarkers HIF 1o konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte
bestimmt werden. In den Osteotomiehdmatomen liegt der Ausgangswert der HIF la-
Konzentration zum Zeitpunkt 24 Stunden unter dem der anderen Gruppe. Nach 36 Stunden
ist aber im Gegensatz zu den Weichteilhdmatomen ein deutlicher Anstieg von HIF la zu
erkennen (p=0,015). Nach 48 Stunden sinkt der Wert wieder leicht ab. Im Weichteilhdmatom

ist ersichtlich, dass die HIF la-Expression iiber den untersuchten Zeitraum nur geringgradig

ansteigt.
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Abbildung 4.15. relative mRNA-Expression von HIF la im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.8 HMOX 1

Fiir den angiogenen Faktor HMOX 1 konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt
werden. Zum Zeitpunkt 24 Stunden liegt die mRNA-Expression von HMOX 1 im
Osteotomiehdmatom unter der in den Weichteilhdmatomen. Nach 36 Stunden nimmt die
Expression auffallend zu, geht aber zum Ende des untersuchten Zeitraumes wieder leicht
zuriick. Die mRNA-Expression von HMOX 1 erfdhrt in den Weichteilhimatomen nur eine
sehr leichte Steigerung, die, im Gegensatz zur Gruppe der Osteotomiehdmatome, etwas

verzogert einsetzt.
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Abbildung 4.16. relative mRNA-Expression von HMOX 1 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdamatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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429 IL-18

Fiir die Expression des proinflammatorischen Faktors IL-1f konnten zu allen Zeitpunkten
mRNA-Werte bestimmt werden. 24 Stunden postoperativ wird IL-1p im H&imatom des
Muskels etwas mehr exprimiert als im Osteotomiehdmatom und mit einer deutlichen Streuung
der Ergebnisse. 12 Stunden spidter kommt es aber zu einem starken Abfall (p=0,03). In den
Osteotomiechdmatomen verbleibt die Expression iiber den gesamten Zeitraum auf einem
Level. Zum Zeitpunkt 36 Stunden liegt die Expression fiir IL-1f leicht iiber der Expression in

den Weichteilhimatomen, auch hier mit einer relativ grolen Standardabweichung.
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Abbildung 4.17. relative mRNA-Expression von IL-1p im Osteotomiehimatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.101L-2

Fiir die Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-2, welches von aktivierten und
regulatorischen T-Zellen gebildet wird, konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt
werden. Die Expression von IL-2 ist in den Osteotomiehdimatomen iiber den gesamten
untersuchten Zeitraum konstant auf einem Niveau. Auffallend ist die relativ gro3e Streuung,
die nach 24 Stunden am deutlichsten ausgeprigt ist. Innerhalb der Osteotomiehdmatome zeigt

sich nach 36 Stunden ein deutlicher Anstieg der mRNA-Expression (p=0,03).
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Abbildung 4.18. relative mRNA-Expression von IL-2 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.11 IL-2Ra

Fiir die Expression des Rezeptors a fiir IL-2 konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte
bestimmt werden. Eine Expression des IL-2-Rezeptors o ist zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
der Operation im Osteotomiehdmatom etwas geringer vorhanden als im Weichteilgewebe.
Die Werte der Osteotomiehdmatome steigen im zeitlichen Verlauf an, erreichen nach 36
Stunden ein Peak und fallen dann zum Zeitpunkt 48 Stunden post OP unter den
Ausgangswert. Die Konzentration der mRNA disees Rezeptors im Weichteilhdmatom sinkt

stetig und erreicht nach 48 Stunden seinen tiefsten Wert.
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Abbildung 4.19. relative mRNA-Expression von IL-2 Ra im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.121L-6

Fiir die Expression des Zytokins IL-6 konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt
werden. Die Werte fiir die relative mRNA-Expression liegen im Osteotomiehdmatom zu
jedem Zeitpunkt iiber denen der anderen Versuchsgruppe. Nach 36 Stunden zeigt sich die
maximale Auspriagung fiir Interleukin-6. In den Weichteilhdimatomen wird im Zeitverlauf

abfallend immer weniger IL-6 exprimiert.
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Abbildung 4.20. relative mRNA-Expression von IL-6 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.131L-10

Fiir die Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 konnten zu allen Zeitpunkten
mRNA-Werte bestimmt werden. Die stiarkste mRNA-Expression fiir IL-10 findet 24 Stunden
postoperativ in den Osteotomiehdmatomen statt. Nachfolgend ist die Auspridgung abnehmend.
In den Weichteilhdamatomen ist die Expression fiir IL-10 konstant auf einem niedrigen Niveau

unterhalb der Werte der Osteotomiehdmatome.
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Abbildung 4.21. relative mRNA-Expression von IL-10 im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4.2.14 OPN

Fiir die Expression des osteogenen und proinflammatorischen Faktors OPN konnten zu allen
Zeitpunkten mRNA-Werte bestimmt werden. Wihrend die Expression fiir OPN in den
Weichteilhdimatomen  konstant auf niedrigem  Niveau bleibt, wird in den
Osteotomiehdmatomen nach 36 Stunden ein deutlicher Anstieg der mRNA-Expression
ersichtlich (p= 0,026) (Abb. 4.22.b). Zum Zeitpunkt 48 Stunden zeigt sich nach der
Osteotomie eine deutliche stirkere OPN—Expression als in den Weichteilhimatomen

(p=0,031).
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Abbildung 4.22.a relative mRNA-Expression von OPN im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdmatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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Abbildung 4.22.b relative mRNA-Expression von OPN im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH), Darstellung vergroflert bis zu einer Expression von 100 (*p<0,05; #

p<0,1; o = Ausreifler; ¢ = Extremwert)
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4.2.15 PDGF

Fiir die Expression des angiogenen Faktors PDGF konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-
Werte bestimmt werden. Nach 24 und 36 Stunden zeigt die Expression von PDGF im
Weichteilhimatom hohere Werte als im Osteotomiehdmatom. In den Osteotomiehimatomen
steigt die Expression bis zum Zeitpunkt 36 Stunden deutlich an (p=0,08) und verbleibt auch
nach 48 Stunden Heilungsdauer auf diesem Niveau. Zum Zeitpunkt 24 Stunden liegen die
Expressionswerte fiir PDGF im Weichteilhamatom bereits deutlich hoher als im
Osteotomiehdmatom. Nach einem weiteren Anstieg fallen die Werte 48 Stunden postoperativ

bedeutend ab (p=0,032).
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Abbildung 4.23. relative mRNA-Expression von PDGF im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdamatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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4216 TGFA 1

Fiir die Expression des antiinflammatorischen Faktors TGF 3 1 konnten zu allen Zeitpunkten
mRNA-Werte bestimmt werden. In der Gruppe der Osteotomiehdmatome ist iiber den
gesamten Beobachtungszeitraum eine steigende TGF 3 1-Expression zu erkennen, wobei der
Anstieg zum Zeitpunkt 36 Stunden am deutlichsten ausfillt (p=0,002). In der Gruppe der
Weichteilhdmatome zeigt das Expressionsmuster eine maximale Ausprigung zum Zeitpunkt
36 Stunden. Auffallend ist die deutlich hohere mRNA-Konzentration fiir TGF B 1 in den

Weichteilhdmatomen als in den Osteotomiehimatomen zum Untersuchungszeitpunkt 24

Stunden.
207 Frobe
WoH
Own
o
c 154
K]
w
w
o
o
Ea
w
S 107 * T _
(14 |
E
[ H]
=
s *
® 1
5= —
M
- i
0= I i I
24 36 43

Zeitpunkt postoperativ [Stunden]

Abbildung 4.24. relative mRNA-Expression von TGF B 1 im Osteotomiehamatom (OH) und
Weichteilhdamatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiler; ¢ = Extremwert)
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4.2.17 TNFa

Fiir die Expression des proinflammatorischen Faktors TNF a konnten zu allen Zeitpunkten
mRNA-Werte bestimmt werden. Die maximale Synthese von mRNA findet in beiden
Untersuchungsgruppen zum Zeitpunkt 24 Stunden postoperativ statt. Tendenziell ist im
Osteotomiehdmatom eine stirkere, friilhe Expression als im Weichteilhdamatom feststellbar.
Die mRNA-Konzentrationen sinken in beiden Versuchsgruppen nach 36 und 48 Stunden
leicht ab, wobei die Expression im Osteotomiechdmatom etwas hoher ist als im

Weichteilhdmatom.
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Abbildung 4.25. relative mRNA-Expression von TNF a im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhdimatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)

84



Ergebnisse

4.2.18 VEGF

Fiir die Expression des angiogenen Faktors VEGF konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-
Werte bestimmt werden. 24 Stunden postoperativ liegen die gemessenen Werte fiir die
mRNA-Expression auf einem &hnlichen Niveau. Nach einem auffilligen Ansteigen der
Konzentration und demnach einem Peak zum Zeitpunkt 36 Stunden in der Gruppe der
Osteotomiehdmatome (p=0,002), liegen die Syntheseparameter 48 Stunden postoperativ
wieder in beiden Gruppen gleich stark vor. Die Expression von VEGF in den

Weichteilhimatomen zeigt im Zeitverlauf einen leichten, aber kontinuierlichen Anstieg.
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Abbildung 4.26. relative mRNA-Expression von VEGF im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (* p< 0,05; # p<0,1; o = Ausreifler; ¢ = Extremwert)
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4.2.19 VWF

Fiir die Expression des angiogenen vWFaktors konnten zu allen Zeitpunkten mRNA-Werte
bestimmt werden. In beiden Untersuchungsgruppen ist zum Zeitpunkt 24 Stunden die
Expression vom vWF sehr gering ausgepridgt. 36 Stunden postoperativ hat die Expression
dieses Faktors im Osteotomiehdmatom erkennbar zugenommen, fillt aber nach 48 Stunden
wieder fast bis auf die Ausgangswerte ab. Im Weichteilhimatom kann ebenso ein Anstieg
registriert werden, welcher aber nicht so deutlich ausfillt wie in den Osteotomiehdmatomen.
Die Expression des von Willebrand-Faktors im Weichteilhimatom sinkt nach 48 Stunden
wieder ab, so dass dessen mRNA-Konzentrationen unter denen der Osteotomiehimatome

bleiben.
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Abbildung 4.27. relative mRNA-Expression von VWF im Osteotomiehdmatom (OH) und
Weichteilhimatom (WH) (* p<0,05; # p<0,1; o = Ausreiller; ¢ = Extremwert)
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5 Diskussion

Trotz weitreichender Forschungen seit mehreren Jahrzehnten, stellen
Frakturheilungsstorungen und  Pseudarthrosenbildung die  Medizin vor  grofle
Herausforderungen. Die vorliegende Studie stellt einen Beitrag zur Grundlagenforschung im
Gebiet der Frakturheilung dar. Das Ziel war einerseits die zelluldre Zusammensetzung von
Osteotomiehdmatomen zu ermitteln und diese dann mit der Zusammensetzung von
Hamatomen aus Weichteillasionen und mit der des Knochenmarks zu vergleichen.
Andererseits wurde der zeitliche Verlauf der Expression verschiedener Faktoren im
Osteotomiehdmatom untersucht. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls mit den Resultaten aus
den Weichteilhdmatomen verglichen. Der Schwerpunkt wurde vor allem auf pro- und
antiinflammatorische, angiogene und osteogene Faktoren und Hypoxiemarker gelegt.

Die erste zu Beginn der Arbeit formulierte Hypothese lautete, dass sich das
Osteotomiechdmatom in der zelluldren Zusammensetzung 1im  Vergleich zum
Weichteilhdimatom unterscheidet. Diese Vermutung hat sich als zutreffend erwiesen,
wenngleich der Unterschied nicht so ausgeprégt sichtbar wird, wie es erwartet wurde.
AuBerdem wurde behauptet, dass die Expression bestimmter Zytokine, Transkriptions- und
Wachstumsfaktoren, transmembraner Transport- und extrazelluldrer Matrixproteine in beiden
Hamatomen unterschiedlich stark ausgeprigt ist. Diese Hypothese konnte ebenso bestitigt
werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die inflammatorische Reaktion im frakturierten Knochen strikter
geregelt ist als im Weichteilhimatom. Im Osteotomiehdmatom im Gegensatz zum
Weichteilhdimatom kommt es zu einer friiheren Eingrenzung der proinflammatorischen
Reaktion durch eine Hochregulierung der Expression antiinflammatorischer Faktoren. Der
Expressionsanstieg der antiinflammatorischen Faktoren stimmt zeitlich mit der Expression
angiogener Faktoren iiberein, was auf einen fritheren Beginn der Revaskularisierung
hindeutet. Es scheint nahe zu liegen, dass der Grund dafiir in der Ndhe zum Knochenmark zu

suchen ist.
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5.1 Diskussion des Materials und der Methoden

5.1.1 Versuchsablauf

Fiir dieses Versuchsvorhaben wurde das Schaf als Modeltier gewdhlt. Dieses Tiermodel
wurde am Centrum fiir Muskuloskeletale Chirurgie der Charité etabliert und seit dem Jahre
2003 in verschiedenen Studien mit guten Ergebnissen eingesetzt (Klein et al., 2003; Lienau et
al., 2005; Lienau et al., 2009; Schell et al., 2008). Vor Versuchsbeginn wurde grofler Wert auf
die Handhabbarkeit der Tiere gelegt, was bedeutet, dass die Tier mittels Fiitterung von
Kraftfutter aus der Hand weitgehend handzahm gemacht wurden. Besonders fiir die
postoperative Pinpflege und die Kontrolle des Heilungsverlaufes ist dieser Aspekt sehr
wichtig. Hunde, Ziegen, Schafe und Schweine sind die meist genutzten Spezies in Versuchen
zur Knochenheilung (Muschler et al., 2010). Wie Muschler et. al. in einer
zusammenfassenden Arbeit herausarbeitete, hat das Schaf aus anatomischer Sicht gute
Vorraussetzungen fiir den Vergleich mit dem menschlichen Knochen. Das Aussehen der Tibia
des Schafes ist dem der humanen Tibia sehr dhnlich. Die Tibia des Schweins ist fiir die
Nutzung eines externen Fixateurs ungeeignet, da die gedrungene Form des Knochens ein
Anbringen unmoglich macht. Die Knochenfeinstruktur des Schafes unterscheidet sich zwar
von der des menschlichen Knochens. Damit sind auch Unterschiede in der Gefdversorgung
vorhanden. Dennoch sind Abweichungen im Regenerationsverhalten nicht zu belegen
(Sturmer und Schuchardt, 1980). Mit einem Alter von iiber 2 Jahren ist das Groflenwachstum
des Knochens beim Schaf abgeschlossen. Allerdings ist die Knochenreifung noch nicht
beendet, was bedeutet, dass die Osteonstruktur noch nicht vorhanden ist. Erst mit ca. 7 Jahren
ist die Reifung des Knochens beim Schaf abgeschlossen (Newman et al., 1995). Schafe gelten
zudem als deutlich besser handhabbar als beispielsweise Ziegen. Der Hund, welcher am
ehesten aufgrund von Anatomie und Zusammensetzung in Frage kidme, schliet sich fiir
Muschler et. al. aus ethischen Gesichtspunkten fiir die Verwendung als Versuchstierspezies
aus (Muschler et al., 2010). Trotz der unterschiedlichen Gangweise von Mensch und Schaf ist
es moglich Vergleiche anzustellen, da sich die Tibia in der Tragachse des Beines befindet und
somit einer dhnlichen Belastung ausgesetzt ist (Sturmer und Schuchardt, 1980). Nach dem
Wolff schen Gesetz erhilt der Knochen durch die Belastung und aufgrund dieser durch immer
wihrende Umbauprozesse die Struktur, welche ihm die groBtmogliche Stabilitdt verleiht

(Wolff, 1892). In der Studie von Wissing et. al. wurde ebenfalls die Geschwindigkeit der
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Frakturheilung als Kriterium herangezogen. Dabei konnte gezeigt werden, dass der
Heilungsverlauf im Schafmodell dem des Menschen am vergleichbarsten ist (Wissing und
Stiirmer et. al., 1990). Beim Schaf als Fluchttier kann davon ausgegangen werden, dass
postoperativ eine baldige Belastung der betroffenen Extremitdt erfolgt (Sturmer und
Schuchardt, 1980). Die schnelle Wiederaufnahme der Funktion wirkt sich positiv auf die
Knochenheilung aus (Buckwalter, 1996).

Das mediale Anbringen des externen Fixateurs wurde aufgrund der giinstigen anatomischen
Gegebenheiten und aus bewegungstechnischen Griinden gewihlt. Ein Hingenbleiben am
Stallzaun oder an Partnertieren und der damit verbundenen Gefdhrdung der Stabilitit des
Fixateurs kann durch diese Platzierung verhindert werden. Da die Tibia direkt unter der Haut
liegt, wird die Traumatisierung des Weichteilgewebes moglichst gering gehalten.
Einblutungen aus beschiadigtem Muskelgewebe in den Osteotomiespalt, welche zu einer
Vermischung von Knochen- und Weichteilhimatom fiihren wiirden, werden dadurch ebenso
weitgehend vermieden.

Die Schmerzbehandlung erfolgte iiber das Anbringen eines Fentanylpflasters. Fiir die
Applikation muss die darunter liegende Haut sorgfiltig geschoren und entfettet werden, um
den richtigen Halt gewihrleisten zu konnen. Der korrekte Sitz des Pflasters wurde regelméfig
kontrolliert. In einer Arbeit aus dem Jahr 2010 der Gesellschaft fiir Versuchstierkunde und der
Tierdrztlichen Vereinigung fiir Tierschutz zur Schmerztherapie bei Versuchstieren wurden
Erfahrungen zum lokalen FEinsatz von Fentanyl gesammelt (Gesellschaft fiir
Versuchstierkunde und der Tierdrztlichen Vereinigung fiir Tierschutz zur Schmerztherapie bei
Versuchstieren, 2010). In dieser Arbeit wird das Ausmal} der Schmerzbelastung bei derartigen
Frakturmodellen mit einer stabilen Versorgung als gering bezeichnet. Problematisch ist
allerdings die Wahrnehmbarkeit von Schmerziduflerungen bei dieser Spezies. Schafe reagieren
auf Schmerzen mit Zihneknirschen, Verweigerung der Futteraufnahme und Absonderung von
der Herde. Um diese Anzeichen erkennen zu kénnen, muss das Tier sehr genau beobachtet
werden. Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID's) sind fiir dieses Versuchsvorhaben zur
Schmerzbehandlung ungeeignet, da sie als Entziindungshemmer nachweislich die
Entziindungsreaktion beeinflussen, welche im Mittelpunkt der Untersuchungen steht (Endo et
al., 2005).

Die GroBe der Versuchstierspezies erlaubt, durch die entsprechend groBe Menge an
gewonnenem Material, deutlich mehr Untersuchungen als z.B. bei der Maus moglich wiren.
Limitierend ist allerdings der Fakt, dass fiir das Schaf nicht immer passende Antikorper zur

Verfiigung stehen.
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5.1.2 Fixateur extern

Der externe Fixateur wurde bereits in verschiedenen Studien zur Frakturheilung erfolgreich
eingesetzt (Epari et al., 2006; Klein et al., 2003; Schell et al., 2008). Die Stabilisierung der
Fraktur erfolgt hierbei durch eine definierte Mechanik, welche dem Tier einen guten Halt gibt
und bei Fluchttieren unerlédsslich ist. Ein weiteres Entscheidungskriterium ist die
Unversehrtheit der beteiligten Gewebe (Egger, 1991; Kojimoto et al., 1988). Die
Durchfiihrung einer Plattenosteosynthese wiirde eine Schiddigung des Periosts und der
periostalen Durchblutung mit sich bringen. Die Marknagelung hitte die Verdringung des
Knochenmarks und die Zerstorung der medulldren Gefdae zur Folge (Sturmer, 1984). Beide
Gewebe stellen ein Reservoir von Zellen dar, die die Zusammensetzung des Himatoms
malBgeblich beeinflussen. Daher ist sowohl ein intaktes Periost als auch das Knochenmark fiir
diese Studie unverzichtbar. Nachteilig konnten sich Pininfekte auswirken (Egger, 1991).
Diese sind aber aufgrund der kurzen Standzeiten der Tiere in dieser Studie unwahrscheinlich

und konnten auch nicht beobachtet werden.

5.1.3 FACS-Analyse

Die limitierenden Faktoren der FACS-Untersuchung sind einerseits die Zellvereinzelung,
ohne die eine Differenzierung der einzelnen Zellen im FACS-Gerit nicht moglich ist und
andererseits die im Handel erhiltlichen Antikdrper. Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt
erwihnt wurde, bietet die Verwendung des Schafes als Versuchstierspezies viele Vorteile,
auch wenn ovine Antikorper bisher nicht fiir alle Zellen vorhanden sind. Von Vorteil ist, dass
sich sowohl humane als auch bovine Antikorper kreuzreaktiv zu ovinen Zellen verhalten,

welche in dem Fall alternativ verwendet wurden.

5.1.4 Molekularbiologische Untersuchung

Die Ergebnisse der untersuchten Parameter wurden mit Hilfe von Cyclophilin A als Referenz-
Gen normalisiert. Cyclophilin A ist ein hochkonserviertes Enzym, welches im Zellkern
liegend die Meiose kontrolliert. Es ist ubiquitdr vorhanden und wird homogen synthetisiert.

Der Vorteil der relativen Quantifizierung ist, dass Fehler innerhalb eines Laufes sowohl das
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Gen, welches im Interesse der Untersuchung steht, als auch das Referenz-Gen selbst betreffen
(Pfaffl, 2004).

Bei den Untersuchungen wurde jeweils die Expression des entsprechenden Gens evaluiert. Da
die Hochregulierung des Gens zeitlich vor der Entstehung des Proteins angesiedelt ist, kann
die Verdnderung sehr zeitig wahrgenommen werden. Es ist zwar nicht 100 %ig sicher, dass
aus der mRNA auch tatsdchlich das jeweilige Protein gebildet wird. Aber der Nachweis des
Proteins bedeutet auch keine bedeutenden Vorteile, da keine Aussage iiber die Aktivitdt und
Wirksamkeit des Proteins in Verbindung mit seinem Rezeptor getroffen werden kann. Zudem
sind vor allem Zytokine sehr kurzlebig und werden schnell wieder abgebaut, was ihren
Nachweis erschweren wiirde (Fitzgerald et al., 2001).

Zur Interpretation der Ergebnisse muss weiterhin bedacht werden, dass: 1. sowohl die
Hiamatome als auch das Knochenmark aus einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen bestehen,
so dass die Herkunft der exprimierten Gene nicht sicher festgestellt werden kann und 2. die
relative Expression der mRNA einzelner Faktoren in Relation zur Anzahl der exprimierenden
Zellen gesetzt werden miisste, da wenige Zellen viel mRNA und viele Zellen auch wenig

mRNA exprimieren konnen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Zur besseren Beurteilung der Ergebnisse wurden  Untersuchungen  anderer
Promotionsvorhaben einbezogen. Die Zeitpunkte 1, 4 und 12 Stunden sowie 60 Stunden
postoperativ flieBen bei der Diskussion mit ein.

Die FACS-Untersuchung der CD 5, CD 8, CD 4 und CD 21 positiven Zellen ergibt fiir die im
Rahmen dieser Arbeit aufgestellte Hypothese keine aussagekriftigen Erkenntnisse und wird

daher in der Diskussion nicht beriicksichtigt.

5.2.1 Die Zusammensetzung des initialen Hamatoms isemischeidender Faktor fir den

Erfolg der Knochenheilung und wird durch die uméaden Gewebe beeinflusst

Mittlerweile ist die Unentbehrlichkeit des Hidmatoms wiéhrend der Frakturheilung ein
unbestrittener Fakt. Untersuchungen verschiedenster Art belegen dies (Grundnes und
Reikeras, 1993; Kolar et al., 2010). Erforschungen des Pfeilschwanzkrebses zeigen die
phylogenetische Zusammengehorigkeit des Gerinnungssystems und der angeborenen
Immunabwehr (Opal, 2000). Durch wiederholte Spiilungen und Wundresektion einer offenen
Fraktur und der damit verbundenen Entfernung des Frakturhimatoms wird die Frakturheilung
deutlich gestort. Es kommt zur verzégerten Heilung bzw. zur Pseudarthrosenbildung (Park et
al., 2002). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Transplantation -eines
Frakturhdmatoms in Muskelgewebe auch dort zur Knochenbildung fiihrt (Mizuno et al.,
1990). Es ist bekannt, dass das Himatom die Quelle fiir verschiedene Signalmolekiile ist.
Jedoch ist sowohl das zeitliche Auftreten dieser Signalmolekiile als auch die zellulidre
Zusammensetzung des Frakturhdmatoms bzw. das Zusammenspiel beider in der zeitigen
Phase des Heilungsprozesses noch relativ unbekannt. Darin konnte der entscheidende
Unterschied liegen, der es dem Knochen ermdglicht, ohne Narbenbildung auszuheilen.
Bestimmend fiir die Zusammensetzung der Hamatome sind die umliegenden Gewebe. Im
Falle des Frakturhimatoms sind das vor allem das Knochenmark und das Periost mitsamt
deren Blutzufuhr. Im Weichteilgewebe dominieren neben dem Muskelgewebe die
versorgenden Blutgefidfle. Die Einblutung aus den umliegend zerstorten Gefdllen zeigt sich
deutlich an den Leukozyten, deren prozentualer Anteil 1 Stunde postoperativ auf dem Niveau

des Blutes liegt. Die Lebenszeit bestimmter Leukozyten (Granulozyten und
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Monozyten/Makrophagen) ist auf wenige Stunden bis zu 2 Tage begrenzt, womit sich das
Absinken der Leukozytenwerte bis zu 12 Stunden postoperativ erkldren ldsst. Ein weiterer
Abfall wird kompensiert durch die laufende Rekrutierung neuer weiller Blutkorperchen. Dazu
gehoren auch Monozyten und Makrophagen, die einen deutlichen Peak 12 Stunden
postoperativ zeigen und zum Zeitpunkt 24 Stunden wieder absinken. Der Peak ist sowohl im
Osteotomie- und Weichteilhiimatom als auch im Knochenmark sichtbar. Uber den Zeitverlauf
von 24 bis 48 Stunden ist nur noch ein moderater Anstieg zu erkennen. Die prozentualen
Anteile der CD 14 positiven Zellen liegen deutlich {iber der 100-Prozentmarkierung des
Blutes und diirften daher vor allem aus dem umliegenden Gewebe stammen und in ihrer
Funktion als Gewebsmakrophagen von dort einwandern. Augenscheinlich stellt dabei die
Muskulatur ein groeres Reservoir bereit. Monozyten und Makrophagen sind zur
Phagozytose befdhigt. Sowohl nach der Osteotomie als auch nach der gesetzten
Weichteilldsion entsteht ein erheblicher Schaden an den Zellen im gesamten Bereich. Diese
Zelltriimmer werden von Makrophagen beseitigt.

CD 34 ist ein Marker fiir hdamatopoetische Stammzellen. Da CD 34 aber auch auf
Endothelzellen exprimiert wird, riihrt der Anstieg von CD 34 im Weichteilhimatom nach 36
Stunden vermutlich eher von ihnen und ist ein Indiz fiir die beginnende Angiogenese. Im
Osteotomiehdmatom ist bereits nach 12 Stunden ein starker Anstieg erkennbar. Die Nihe des
Osteotomiehdmatoms zum Knochenmark ldsst vermuten, dass zu diesem Zeitpunkt
Stammzellen von dorther einwandern.

Sowohl der Interleukin-2 Rezeptor o (IL-2Ra) in der Expressionsanalyse als auch CD 25 in
der FACS-Analyse zeigen einen dhnlichen Verlauf. Gerade auch im Hinblick auf die
regulatorischen T-Zellen (CD 25"€") zeigt sich die Nihe des Osteotomiechimatoms zum
Knochenmark. CD 73, einem von verschiedenen Oberflichenmarkern fiir mesenchymale
Stammzellen, steigt eine Stunde nach der Osteotomie leicht an bis zum Peak nach 36 Stunden.
Das liefert einen Hinweis darauf, dass im Osteotomiehdmatom, mit der Unterstiitzung der
regulatorischen T-Zellen und der Nihe zum Knochenmark mesenchymale Stammzellen
ansteigen. Im Weichteilhdamatom dauert dieser Anstieg deutlich lidnger, da, falls es sich um
Stammzellen handelt, diese {iber das Blutgefisystem rekrutiert werden, was zu diesem
Zeitpunkt auf Grund fehlender Blutversorgung nicht méglich ist.

Fiir CD 34 und CD 73 stehen fiir das Schaf als Versuchstier zum Zeitpunkt dieser FACS-
Analyse keine Antikorper zur Verfiigung, so dass die Expression der jeweiligen Gene

ermittelt wurden.
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5.2.2 Das initiale Hamatom ist ein Reservoir proinflamorégcher Faktoren

Makrophagen und Epithelzellen sezernieren im Zusammenhang mit lokalen oder
systemischen Entziindungen die Zytokine IL-1p und TNF o und aktivieren damit T-Zellen
und wiederum weitere Makrophagen. Sie entfalten dadurch ihre proinflammatorischen
Eigenschaften. Wenngleich die Werte fiir Interleukin-13 zum Zeitpunkt 24 Stunden einen
Peak zeigen, sind diese Werte doch relativ gering verglichen mit den Untersuchungen 1 bis 12
Stunden postoperativ. Im gesamten Zeitverlauf findet die maximale Expression nach 4
Stunden statt, welche im Weichteilhdmatom deutlicher ausfillt als im Osteotomiehdmatom,
aber mit einer stirkeren Varianz verbunden ist und damit fiir eine ausgeprigtere
Entziindungsreaktion spricht. Die Expression von TNF o im Osteotomiehdmatom steigt
bereits nach 4 Stunden deutlich an und entwickelt sich nach 24 Stunden zu einem Peak.
Demzufolge wird die Rekrutierung weiterer Makrophagen vorangetrieben. Dies wird sichtbar
in der nachfolgenden Erhohung der CD 14% Zellen. Die T-Zellaktivierung ist ein weiterer
Effekt der proinflammatorischen Zytokine. Im Osteotomiehdmatom steigen die aktivierten
und regulatorischen T-Zellen (CD 25%) nach 12 Stunden leicht an. Auffallend hoch sind die
Anteile dieser Zellen im Knochenmark. Diese Zusammenhiénge sprechen dafiir, dass die im
Knochenmark befindlichen T-Zellen die Zusammensetzung des Osteotomiehdmatoms
beeinflussen. Die Stimulation der IL-2-Synthese und damit wiederum die Forderung der T-
Lymphozytenproliferation durch IL-1B wird deutlich in einem Expressionsmaximum zum
Zeitpunkt 12 und 24 Stunden. Die Expressionssteigerung ist im Osteotomiehdmatom viel
starker ausgeprégt als im Weichteilhdamatom.

IL-6 ist ein Zytokin, welches gesondert betrachtet werden muss. Es hat sowohl
proinflammatorische als auch antiinflammatorische Eigenschaften, je nach Zeitpunkt und
Umgebung des Auftretens. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
zeigt sich IL-6 in der zeitigen Phase der Heilung zum Zeitpunkt 12 Stunden postoperativ und
ist sehr deutlich im Osteotomiehdmatom vorzufinden. Dies lidsst eher auf sein Auftreten als

proinflammatorischer Faktor schlieBen.

Insgesamt zeigen sich proinflammatorische Faktoren in der frilhen Phase der Frakturheilung.
Die Entziindungsreaktion findet offensichtlich zeitig, in einem Zeitraum von 4 bis 24 Stunden
statt. Sie wird im Osteotomiegebiet malBgeblich beeinflusst durch die Nihe des

Knochenmarks.
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5.2.3 Antiinflammatorische Faktoren treten zu einem etwpéteren Zeitpunkt auf und
dammen die Entzindungsreaktion ein - im OsteotGmalom verlauft dieser

Prozess mit einer gréf3eren Intensitét

Sowohl IL-10 als auch TGF B 1 sind antiinflammatorisch wirksame Faktoren. Sie wirken in
beiden Hamatomen der Entziindungsreaktion entgegen. Auffallend ist, dass die Expression
beider Faktoren im Osteotomiehdmatom zwar etwas spiter einsetzt, aber dafiir wesentlich
deutlicher ausfillt. IL-10 erfdhrt eine langsame Steigerung der Expression bis hin zum
Maximum nach 24 Stunden im Osteotomiehimatom. Im Weichteilhdmatom wird die
maximale Expression bereits nach 12 Stunden erreicht, ist aber nicht so deutlich ausgeprigt.
TGF B 1 erreicht seinen Peak im Osteotomiehimatom nach 48 Stunden, im
Weichteilhdamatom bereits nach 36 Stunden, fillt dort aber relativ schnell wieder ab.
Betrachtet man den Zeitraum von 1 bis 60 Stunden postoperativ ist festzustellen, dass im
Osteotomiehdmatom bereits nach 4 Stunden eine starke Expression vorhanden ist. Es gibt
viele Studien, die sich mit der Wichtigkeit von TGF B 1 in der Frakturheilung befassen. Die
meisten Untersuchungen beziehen sich aber bisher auf andere Gewebe wie z.B. den Kallus
bzw. auf die positive Beeinflussung des Kallusvolumens und der biomechanischen
Eigenschaften (Rosier et al., 1998). Der antiinflammatorische Effekt diirfte aus der
chemotaktischen Beeinflussung mesenchymaler Stammzellen stammen, welche wiederum
ihrerseits inflammatorische Zytokine reduzieren (Liu et al., 2011).

Im Muskelgewebe wird die Reparation iiber die Schaffung einer fibrosen Verbindung
erreicht, wohingegen eine Fraktur den Prozess der Regeneration durchliduft. Die Entziindung
wird 4 bis 24 Stunden postoperativ durch antiinflammatorische Faktoren begrenzt, was
Grundlage fiir eine erfolgreiche Heilung ist (Serhan und Savill, 2005). Eine unbegrenzte und
aus dem Ruder laufende Entziindungsreaktion verzogert die Heilung, verhindert diese und
fiihrt moglicherweise zur Pseudarthrosenbildung (Granero-Molto et al., 2009).

Auch auf der zelluliren Ebene wird die Entziindungsreaktion begrenzt. Regulatorische T-
Zellen (CD 25high) fordern die Entwicklung von mesenchymalen Stammzellen, die wiederum
durch die Reduktion proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, TNF o) antiinflammatorisch
wirksam sind (Granero-Molto et al., 2009; Liu et al., 2011). Regulatorische T-Zellen sind
ihrerseits in der Lage, iiber die Bildung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
proinflammatorische Zytokine wie TNF a und IL-1 und 6 in ihrer Synthese zu hemmen
(Grutz, 2005). Regulatorische T-Zellen zeigen sich im Osteotomiehimatom deutlich

ausgepragter als im Weichteilhdmatom. Das Knochenmark stellt dafiir offenbar ein Reservoir
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bereit, was offenkundig wird durch die deutlich erhohten Werte CD p5hieh positiver Zellen im

Knochenmark.

5.2.4 Die nach der Ruptur der versorgenden Gefale aefticg Hypoxie fallt im

Osteotomiehdmatom deutlich starker aus als im Wailbimatom

Die Expression von GLUT 1 zeigt, dass liber den untersuchten Zeitraum ein kontinuierlich
ansteigender Bedarf des Glucosetransporters besteht. Im Vergleich wird sichtbar, dass im
Osteotomiehdmatom ein hoherer Bedarf an Glucose zu decken ist als im Weichteilhdmatom.
Betrachtet man die Untersuchungen friiherer Zeitpunkte, ist festzustellen, dass der Bedarf an
Glucose im Osteotomiehdmatom bereits 1 und 4 Stunden postoperativ noch deutlich hoher
ausféllt. Der Verlauf der Expression des Hypoxiemarkers HIF lo unterstreicht das
Vorhandensein der Hypoxie. Nach 36 und 48 Stunden ist der hypoxische Zustand im
Osteotomiehdmatom deutlicher ausgeprégter als im Weichteilhdamatom. Das zeigt sich auch in
der GLUT 1-Expression, welche im Osteotomiehdmatom nachfolgend auf den hypoxischen

Zustand nach 48 Stunden ansteigt bzw. durch HIF hochreguliert wird.

5.2.5 Angiogenese, als eine Reaktion auf die Hypoxied vin Osteotomieh&dmatom

schneller und starker vorangetrieben als im Weidihéenatom

Die Angiogenese muss aus verschiedenen Griinden als essentieller Bestandteil der
Frakturheilung gesehen werden. Einerseits stellt sie die Versorgung mit Sauerstoff und
Nihrstoffen wieder her, und andererseits realisiert sie den Abtransport von Abfallprodukten
wie CO,. Verschiedene Studien zeigten aber auch die aktive Beteiligung der Blutversorgung
bzw. der Angiogenese an der Formation des Knochens, sowohl bei unversehrtem Gewebe als
auch wihrend der Osteogenese. Denn nicht zuletzt erreichen auch Progenitorzellen den Ort
ihres Wirkens iiber die Zirkulation (Sturmer, 1996; Wang et al., 2007b).

HMOX 1 ist als angiogener Faktor wirksam und wird im Osteotomiehdmatom stdrker und
zeitiger exprimiert, bereits nach 36 und 48 Stunden. Im Weichteilhdmatom verlduft der
Anstieg etwas verzogert und nicht so deutlich. Die Angiogenese ist eine Reaktion auf eine
Hypoxie, um iiber neue Gefdlle wieder eine bessere Sauerstoffversorgung gewihrleisten zu

konnen. Wie bereits festgestellt wurde, zeigen die Hypoxiemarker HIF 1a und GLUT 1 im
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Osteotomiehdmatom einen deutlicheren Sauerstoffmangel als im Weichteilhimatom. HIF 1a
ist auBerdem ein Faktor, der die Transkription angiogener Faktoren aktiviert. Demzufolge ist
die Reaktion angiogener Faktoren auch dort deutlicher anzutreffen als im Weichteilhdamatom.
PDGF wirkt mitogen auf Endothelzellen und besitzt somit ebenfalls angiogene Eigenschaften.
AuBerdem beeinflusst PDGF die Expression von HMOX 1 und OPN, wodurch ebenfalls die
Angiogenese vorangetrieben wird. In den untersuchten Zeitpunkten dieser Arbeit wird
ersichtlich, dass PDGF scheinbar im Weichteilhimatom eine groBlere Rolle fiir die
Angiogenese spielt als im Osteotomiehdmatom. Betrachtet man aber die Zeitpunkte 1, 4 und
12 Stunden der anderen Untersuchungen, zeigt sich, dass PDGF im Osteotomiehdmatom
bereits deutlich zeitiger ansteigt und nach 12 Stunden die hochsten Expressionsergebnisse
erreicht. Daraus folgt, dass PDGF im Weichteilhimatom verzogert ansteigt, aber dann auch
eine hohere Expression zeigt. OPN verstirkt die angiogene Wirkung von PDGF im
Osteotomiechdmatom, was durch den starken Expressionsanstieg nach 48 Stunden sichtbar
wird.

Sowohl VEGF als auch vWF, welche beide fiir die Untersuchungen der Angiogenese
herangezogen wurden, verhalten sich im Hinblick auf das Osteotomiehdmatom recht dhnlich.
Der Expressionspeak liegt jeweils 36 Stunden postoperativ. Die Expression ist damit auch

jeweils hoher als im Weichteilhdimatom.

Der Endothelzellmarker CD 31 ist im Knochenmark verstidrkt anzutreffen. Im Vergleich zu
beiden Himatomen befinden sich dort von Beginn an deutlich mehr Endothelzellen. Die im
Knochenmark befindlichen Sinusoide, welche die Erweiterung der Gefidle darstellen, werden
von Endothelzellen ausgekleidet. Der Anstieg des Markers nach 60 Stunden spricht fiir den
Beginn der Angiogenese im angrenzenden Bereich der Fraktur.

CD 31 ermoglicht iiber die Interaktion mit den Leukozyten selbigen auch die Diapedese in
entziindliche Gebiete. In der zeitigen Phase der Frakturheilung, 12 Stunden postoperativ liegt
dieser Marker auf relativ hohem Niveau. Vor allem im Weichteilhimatom und im
Knochenmark konnte dieser Anstieg auch fiir einen entziindlichen Prozess zu diesem

Zeitpunkt sprechen.

Insgesamt ist zu bemerken, dass die Hypoxie, verursacht durch die Durchtrennung von
Versorgungsbahnen des betroffenen Gebietes, im Osteotomiehdmatom deutlicher ausgepragt
ist als im Weichteilhimatom. Sowohl in der sehr zeitigen Phase der Frakturheilung (1 und 4

Stunden) ist die Hypoxie deutlich erkennbar (GLUT 1) als auch nach 36 (HIF 1a) und 48
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Stunden (GLUT 1). Diesem Fakt folgend wird die Angiogenese vorangetrieben, um eine
Versorgung mit sauerstoffreichem Blut wieder zu ermdglichen. Letztendlich wurde 36
Stunden post Osteotomie die Angiogenese durch die untersuchten Faktoren bereits stirker
vorangetrieben als nach dem gesetzten Weichteilschaden. Moglicherweise hingt die weniger
auffillige Hypoxie in der Region des Weichteilschadens mit der besseren Durchblutung in der
Muskulatur zusammen, die durch die Kontraktion der Muskeln auch noch gefordert wird.

Unklar ist, ob die Sauerstoffversorgung in der Muskulatur auch iiber Diffusion erfolgen kann.

5.2.6 Osteogene Faktoren treten bereits nach 48 Stundénral kennzeichnen den Beginn
der Wiederherstellung des Knochens

Der osteogene Wachstumsfaktor BMP-2 erfihrt in beiden Hamatomen einen Anstieg iiber den
Zeitverlauf gipfelnd in einem Peak zum Zeitpunkt 48 Stunden. In der Literatur wurde ein
Peak 24 Stunden postoperativ erwédhnt, welcher vorliegend nicht bestitigt werden konnte
(Cho et al., 2002; Marsell und Einhorn, 2009). Eine Ursache fiir das zeitlich unterschiedliche
Auftreten konnte in der Wahl der Versuchstierspezies liegen, da allgemeine
Stoffwechselprozesse und so auch die Knochenheilung bei Ratten und Miusen, welche von
Cho et al. und Marsell et al. verwendet wurden, schneller ablaufen. Deutlich schwerer zu
rechtfertigen ist das gleichzeitige Auftreten von BMP-2 im Weichteilhdmatom. Eine
Erkldrung konnte das Vorhandensein von BMP-2-produzierenden Zellen, also
mesenchymaler Stammzellen im Weichteilhimatom liefern (Marsell und Einhorn, 2009). CD
73, ein Marker der auf das Vorhandensein von MSC schlielen lésst, steigt nach 24 Stunden
im Weichteilhimatom deutlich an und somit nachfolgend die Expression von BMP-2. Da
allerdings der Nachweis vom mRNA keine Aussage iiber die Umsetzung zu dem
entsprechend wirksamen Protein oder die Anwesenheit zugehoriger Rezeptoren zulésst, kann
nicht davon ausgegangen werden, dass BMP-2 im Weichteilhdmatom seine Wirkung entfalten
kann. Der Effekt von BMP kann auch erst dann zum Tragen kommen, wenn der
Zusammenschluss von BMP-Monomeren zu Dimeren in Verbindung mit entsprechenden
Rezeptoren erfolgt (Marsell und Einhorn, 2009). Diesbeziiglich bedarf es weiterer

Untersuchungen.
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Zum Zeitpunkt 12 Stunden findet im Osteotomiehdmatom ein deutlicher Anstieg der GDF-8-
Synthese statt. Dieser Level wird bis 60 Stunden postoperativ gehalten. Daraus geht hervor,
dass die negative Regulierung der Kallusmasse bereits sehr friilh einsetzt, um eine
tiberschieende Kallusproduktion zu verhindern. Im Weichteilhimatom setzt die GDF-8-
Synthese etwas spiter ein und verbleibt auch bis zum Zeitpunkt 48 Stunden unter der
Expression im Osteotomiehdmatom. Erst nach 60 Stunden iibersteigt die GDF-8-Synthese
diejenige in den Osteotomiehdmatomen. McCroskery et al. konnten in Myostatin-defizienten
Mausen eine beschleunigte Regeneration der Muskulatur, sowie eine reduzierte Fibrosierung
des Defekts beobachten. AufBlerdem konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung von
Mpyostatin eine gesteigerte Immunantwort zur Folge hatte und somit die Entziindung forciert
wurde (McCroskery et al., 2005). Demzufolge konnte die Narbenbildung im Muskelgewebe
in der GDF-8-Synthese begriindet sein. Es ist davon auszugehen, dass noch andere Faktoren

eine Rolle spielen da Myostatin auch nach einer Fraktur exprimiert wird.

Das extrazellulire Matrixprotein OPN besitzt laut Literatur (Duvall et al., 2007) unter
anderem proinflammatorische Eigenschaften. Das Expressionsmuster, welches einen Peak im
Osteotomiehdmatom erst nach 48 Stunden zeigt und im Weichteilhimatom nicht ansteigt,
lasst allerdings vermuten, dass es sich hierbei eher um einen angiogenen und osteogenen als
um einen proinflammatorischen Effekt handelt.

Sowohl OPN als auch BMP-2, welche in ihrer Funktion osteogen wirksam sind, treten in etwa
zum gleichen Zeitpunkt auf, so dass man davon ausgehen kann, dass der Grundstein der
Synthese einer festen Uberbriickung des Osteotomiespaltes bereits nach 48 Stunden gelegt
wird. Bemerkenswert ist allerdings, dass die Regulierung durch GDF-8 bereits nach 12
Stunden einsetzt. Denkbar wire, dass GDF-8 moglicherweise noch iiber andere Funktionen

verfiigt. Auch hierfiir sind weitere Untersuchungen erforderlich.

5.2.7 Nach Beendigung der Untersuchungen ist eine detddle Darstellung der

Anfangsphase der Frakturheilung maglich

Die schon seit lingerem bekannte Einteilung der Frakturheilung in verschiedene Phasen
(Entziindung, Granulation, Reparation, Remodelling, sieche Abb. 1.1.) kann nun aufgrund der
durchgefiihrten Untersuchungen differenzierter betrachtet werden (siehe Abb.5.1.). Die direkt

nach Eintreten einer Fraktur beginnende Entziindungsphase zeigt sich in einem Anstieg
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proinflammatorischer Faktoren in einem Zeitrahmen von 4 bis 24 Stunden postoperativ.
Kurze Zeit spiter kann auch schon ein Anstieg antiinflammatorischer Faktoren beobachtet
werden, die der Entziindung entgegenwirken. Diese Faktoren kommen nach 24 bzw. 48
Stunden zu einem Peak. Die ZerreiBung der versorgenden Blutbahnen nach einer Fraktur ldsst
im betroffenen Gewebe relativ schnell einen hypoxischen Zustand sichtbar werden, welcher
nach 36 und 48 Stunden seinen Hohepunkt erreicht. Als Antwort darauf erfolgt parallel dazu
ein Anstieg angiogenetischer Faktoren, um eine baldige Versorgung des Gewebes mit
Sauerstoff und Néahrstoffen iiber den Blutweg wieder gewéhrleisten zu konnen. Der Beginn
der stabilen Uberbriickung der Fraktur zeigt sich im Auftreten osteogener Faktoren. Bereits 2
Tage nach Eintreten einer Fraktur werden diese exprimiert. Bemerkenswert ist der Fakt, dass
die Hochregulation der antiinflammatorischen und angiogenetischen Faktoren im
Osteotomiehdmatom  zeitlich zusammenfillt. Der Grund fiir eine narbenlose
Wiederherstellung des Knochengewebes nach einer Fraktur konnte in diesem Zusammenhang

zu suchen sein.
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Abbildung 5.1. Ubersicht zur differenzierteren Darstellung der zeitigen Phase der

Frakturheilung im Untersuchungszeitraum bis 60 Stunden post operationem
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Die Ergebnisse des Versuchsvorhabens wurden unter dem Titel ,,Initial immune reaction and

angiogenesis in bone healing® im April 2012 veréffentlicht (Schmidt-Bleek et al., 2012).
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6 Zusammenfassung und Ausblick

FACS- und Expressionsanalyse des ovinen Osteotomie- und Weichteilhdmatoms 24, 36 und

48 Stunden post Osteotomie

Nach wie vor kommt es im Bereich der Frakturheilung immer wieder zu Komplikationen in
Form von Heilungsstorungen oder Pseudarthrosenbildung (Haas, 2000). Im Rahmen dieses
Projektes wurde am Schafmodell eine Defekt-Osteotomie zur Gewinnung des
Osteotomiehdmatoms durchgefiihrt und diese mit einem rigiden Fixateur extern versorgt. Zu
Vergleichszwecken wurde ein Muskelschaden zugefiigt, um ein Weichteilhdmatom entstehen
zu lassen. Ziel des Vorhabens war es, die zelluldre Zusammensetzung beider Himatome und
die Expression unterschiedlicher Zytokine, Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren,
transmembraner Transport- und extrazelluldrer Matrixproteine zu ermitteln.

Gerade im Bereich des Entziindungsprozesses gibt es in der Frakturheilung deutliche
Unterschiede im Vergleich zu einem Weichteilschaden. Proinflammatorische Zellen sind
insgesamt im Osteotomiehdamatom weniger vorhanden als im Weichteilhimatom. Dafiir
zeigen sich proinflammatorische Faktoren mit einer wesentlich groBeren Intensitdt als im
Weichteilhimatom. Im Osteotomiehdmatom werden antiinflammatorische Faktoren deutlich
starker hochreguliert, genauso wie antiinflammatorische T-Helfer-Zellen in groferer Anzahl
zu finden sind. Es ist daher zu vermuten, dass der Grund fiir eine narbenlose Heilung einer
Fraktur in der Regulierung der Entziindungsreaktion zu suchen ist. Dies wird umso deutlicher,
als die frithe Hochregulation der angiogenen Faktoren, die zeitgleich mit der Hochregulation
antiinflammatorischer Faktoren einsetzt, eine schnelle Revaskularisierung andeuten. Die
Wiederherstellung der Versorgung, der Zustrom migrierender, an der Heilung beteiligter
Zellen iiber die neu entstandenen Gefidle, der Abtransport von Zellmiill und Abbauprodukten
sind essentiell fiir eine erfolgreiche Heilung.

Die Einteilung der Frakturheilung in vier sich iiberlappende Phasen (sieche Abb. 1.1.) ist
geldufig und anerkannt. Mit Hilfe dieses Versuchsvorhabens konnten die Abldufe der
Anfangsphase konkretisiert werden. Unmittelbar nach dem Entstehen einer Fraktur kommt es
zu einem Anstieg proinflammatorischer Faktoren. Gleichzeitig wird die Schéddigung des
Gewebes, vor allem der Geféale, deutlich sichtbar am Anstieg der Hypoxiemarker. Bereits
nach 1 bis 4 Stunden ist die Hypoxie im Osteotomiehdmatom sehr ausgeprigt. Sowohl die

Entziindung als auch die Hypoxie sind im Weichteilschaden nicht so stark ausgebildet wie
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nach einer Knochenverletzung. Die Untersuchungen zeigen, dass nach einer Fraktur sehr
schnell die Regulation sowohl der Entziindung als auch der Hypoxie einsetzt. Dies geschieht
einerseits auf molekularer und andererseits auf zelluliarer Ebene. Dabei ist hervorzuheben,
dass der Anstieg antiinflammatorischer und angiogenetischer Faktoren zeitgleich beginnt.
Osteogene Faktoren treten bereits nach 24 Stunden auf, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass der Grundstein einer festen Uberbriickung des Osteotomiespaltes bereits sehr zeitig
gelegt wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass die Entziindungsphase, als initiale Phase
der Frakturheilung, richtungweisend fiir das resultierende Heilungsergebnis ist.

Ein differenzierteres Verstindnis der immunologischen Prozesse zu Beginn der
Knochenheilung ist der erste Schritt zur Entwicklung vielversprechender neuer
Therapieansitze. Denkbar ist hier die Beeinflussung der Entziindungsreaktion sowohl auf
molekularer als auch auf zelluldrer Ebene. Neueste Untersuchungen zeigen einen
Zusammenhang zwischen CD8" T-Zellen, also negativ beeinflussenden
Immunzellpopulationen, und einer verzogerten Knochenheilung (Reinke et al., 2013). Die
Ausschaltung solcher Zellen konnte die positive Beeinflussung der Regeneration
ermdglichen. AuBBerdem ist es denkbar, der Fraktur Faktoren zuzufiigen, die das Modellieren
der zeitigen Phase der Frakturheilung ermoglichen. BMPs werden bereits erfolgreich in der
Praxis eingesetzt. Der Einsatz antiinflammatorischer Faktoren wie TGF  und IL-10 zur
Eindimmung der Inflammation sollte weiter untersucht werden. Auch die Beeinflussung
mesenchymaler Stammzellen durch TGF B und regulatorische T-Zellen und damit eine
Reduzierung der Entziindungsreaktion ist ein weiterer Ansatzpunkt fiir Weiterentwicklungen.
Die Wiederherstellung des BlutgefiaBsystems ist ebenfalls essentiell fiir eine erfolgreiche
Frakturheilung. Der Einsatz angiogenetischer Faktoren wie PDGF, VEGF und OPN wéhrend
der Frakturheilung stellt einen weiteren Ansatzpunkt dar, neue Entwicklungen

voranzutreiben.
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Summary and Outlook

FACS- and expression analysis of the ovine osteotomy and soft tissue hematoma 24, 36 and

48 hours after osteotomy

Complications during fracture healing in form of healing disorders or non-union still occur
(Haas, 2000). In this project, a defect osteotomy on a sheep model was performed to obtain a
fracture hematoma. The fracture was provided with a rigid external fixator. For comparison
purposes, a muscle damage has been done to cause a soft tissue hematoma. The aim of the
project was to determine the cellular composition of both hematoma and the expression of
various cytokines, growth factors, transcription factors, transmembrane transport- and
extracellular matrix proteins.

Especially at the inflammatory processes, there are significant differences in fracture healing
compared to soft tissue injuries. In osteotomy hematoma are less inflammatory cells available
than in soft tissue hematoma. In return, proinflammatory factors show a much greater
intensity than in the soft tissue hematoma. Antiinflammatory factors are significantly stronger
upregulated in the osteotomy hematoma as well as antiinflammatory T helper cells are found
in larger numbers. It is therefore likely that the reason for the scarless healing of a fracture is a
result of the regulation of the inflammatory response. This gets more evident as early
upregulation of angiogenic factors, which begins simultaneously with the upregulation of
antiinflammatory factors, suggesting a rapid revascularization. The restoration of blood
supply, the influx of migrating cells, which are involved in healing of the newly established
vessels, the removal of cellular waste and degradation products are essential for successful
healing. The classification of fracture healing in four overlapping phases (see fig. 1.1.) is well
known and accepted. Using this experimental project, the processes of the initial phase has
been substantiated. Immediately after the emergence of a fracture there is an increase of
proinflammatory factors. At the same time, the damage to the tissue, especially of the vessels
is clearly visible on the increase of the hypoxic marker. After 1 to 4 hours in the osteotomy
hematoma the hypoxia is very pronounced. Both the inflammation and the hypoxia in the soft
tissue injury are not as strongly developed as after a bone injury. The studies show that after a
fracture the regulation of inflammation and hypoxia starts very quickly. This is done on the
one hand on the molecular and on the other hand at the cellular level. It should be emphasized
that the increase of antiinflammatory and angiogenic factors starts simultaneously. Osteogenic

factors already appear after 24 hours. It can be assumed that the foundation of a solid bridging
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of the osteotomy gap is set very early. The results of this work show that the initial healing
phase, the inflammatory phase, gives the direction for the healing outcome. A more
differentiated understanding of the immunological processes at the beginning of bone healing
is the first step towards the development of promising new therapeutic approaches. The
influence of the inflammatory response both at the molecular and the cellular level is
conceivable. Recent studies show an association between CD8" T cells, means negatively
influencing immune cell populations, and delayed bone healing (Reinke et al., 2013). The
elimination of such cells could provide the positive influence of regeneration. It is also
conceivable to add factors, allowing the modeling of the early phase of fracture healing.
BMPs have been successfully used in practice. The use of antiinflammatory factors such as
TGF B and IL-10 to stem inflammation should be further investigated. Also the influence of
mesenchymal stem cells by TGF B and regulatory T-cells, and as a result a reduction of the
inflammatory response is another starting point for further developments. The restoration of
the vascular system is also essential for successful fracture healing. The use of angiogenic
factors such as PDGF, VEGF and OPN during fracture healing is another approach to

promote new developments.
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8 Anhang

8.1  Abkiirzungsverzeichnis

o alpha / anti

Act R IIB Activin Rezeptor 11B

ATP Adenosintriphosphat

BMP Bone Morphogenetic Protein

bov bovine
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DNAse Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleosidtriphosphate

ds DNA doppelstrangige Desoxyribonukleinsédure
E Effizienz

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure
EPO Erythropoetin

et al. und andere

FACS Fluorescence activated cell sorting
fig. figure

FITC Fluoresceinisothiocyanat
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Distickstoffmonoxid
Natriumchlorid
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NSAID
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OPN

ov

P
PBS

PCR
PDGF

PE
PECAM-1
pH

q RT-PCR

RANKL
rev
RNA
RNase

TGF
TGF o
TGF B
THO
Tl
Ti2
TNF o

VEGF
VEGFR1
VEGFR2

Nichtsteroidales Antiphlogistikum

Osteotomiehdmatom
Osteopontin

ovine

Kennzahl fiir Uberschreitungswahrscheinlichkeit
Phosphate Buffered Saline
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Platelet-derived growth factor

Phycoerythrin

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1
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Transforming growth factor
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Transforming growth factor 3
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T-Helfer-Zellen Typ 1
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Tumornekrosefaktor o
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Vascular endothelial growth factor
VEGEF receptor 1
VEGEF receptor 2
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vWEF von Willebrand Faktor

WH Weichteilhdmatom
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