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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Heilung eines Knochenbruchs ist ein komplexer Vorgang. Folgen von Frakturen
und deren Behandlung bestimmen den Alltag der Unfall- und orthopadischen
Chirurgie. Das Knochengewebe ist nach einer Verletzung in der Lage, vollstandig
zum Ausgangszustand zurlckzukehren. Man spricht dann von einer restitutio ad
integrum. Es ist fur einen Organismus lebenswichtig, dass nach einem Trauma der
Knochen ohne wesentliche Funktionseinschrankungen verheilt. Treten Stérungen bei
der Heilung auf, so sind die Folgen Immobilisation, geringere Belastbarkeit und eine
Einschrankung der Lebensqualitat’. Jedes Jahr entstehen in Deutschland als Folge
von Verkehrsunfallen Kosten in Hohe von 30 Milliarden Euro. Die Kosten fir alle
Unfélle zusammengenommen betragen sogar 120 Milliarden Euro®®. So gilt es auch
aus soziookonomischer Sichtweise, die Kosten fir Behandlung, Arbeitsausfall,
Rehabilitation und Folgeschaden gering zu halten.

Die schnelle Knochenheilung eines immuninsuffizienten Patienten ist eine besondere
Herausforderung fur den Unfallchirurgen. Viele Patienten leiden aufgrund von
Krebserkrankungen, fortgeschrittenem Alter, Autoimmunerkrankungen oder HIV-
Infektionen an einem insuffizienten Immunsystem. Sind diese Patienten nun
zusatzlich von Frakturen betroffen, gilt es auch hier, eine optimale Heilung zu
gewahrleisten und den Besonderheiten eines geschwachten Immunsystems Sorge
zu tragen.

Die Heilung eines Knochenbruchs wird begleitet von einer entziindlichen Reaktion.
Im Frakturspalt wird eine Vielzahl von Zytokinen freigesetzt und es finden sich
vermehrt Lymphozyten im Frakturhdmatom®. Da das muskuloskeletale Trauma
demnach immer mit einer Inflammation verbunden ist, spielen immunologische
Prozesse bei der Frakturheilung eine entscheidende Rolle. Genaue Ablaufe der
Inflammation sind derzeitig nur ansatzweise verstanden. Das Ziel der Zukunft ist es,
die Immunantwort so zu modulieren, dass bei allen Verletzungen eine optimale
Heilung erreicht werden kann.

Die Aufgabe dieser Studie ist somit, die Heilung eines Knochenbruchs bei
Abwesenheit des adaptiven Immunsystems zu analysieren. Mit diesem Wissen
ergeben sich Rickschlisse darauf, wie eine Beeinflussung der inflammatorischen

Reaktion eines Knochenbruchs maglich ist.
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2. Stand des Wissens

2.1 Knochengewebe

Das Knochengewebe besteht aus verschiedenen Zelltypen und mineralisierter
Extrazellularmatrix, deren Hauptkomponenten Kollagenfibrillen und anorganische
Hydroxylapatitkristalle sind. Das Knochengewebe setzt sich zu 45% aus
anorganischem Material, zu 30% aus organischem Material und zu 25% aus Wasser
zusammen®.

Lange Réhrenknochen bestehen aus einem langen Mittelstiick, der Diaphyse, und
zwei verdickten Endstticken, den Epiphysen. Wahrend des Wachstums befindet sich
zwischen beiden Bereichen die Epiphysenfuge, ein knorpeliger Abschnitt, der fiir das
Langenwachstum der Knochen verantwortlich ist. Auch nach dem Abschluss des
Wachstums ist noch eine Epiphysenlinie erkennbar. Hieran grenzt ein verdickter Teil
der Diaphyse, die sogenannte Metaphyse®. Die Innenrdaume der Epiphyse und
Metaphyse an beiden gelenknahen Enden des Knochens bestehen aus einem feinen
schwammartigen Werk, der Spongiosa. Die Spongiosa enthalt viele einzelne
Knochentrabekel, die nach dem Prinzip der trajektoriellen Bauweise angeordnet sind.
Das heil3t, dass die Trabekel sich in Richtung der gréf3ten Druck- und Zugspannung
ausrichten und dadurch Knochenmaterial an wenig belasteten Stellen eingespart
wird. Dieses Phanomen wurde erstmals von Julius Wolff beschrieben und deshalb
als Wolffsches Gesetz bezeichnet’. Im Bereich der Diaphyse ist der Knochen aus
Kompakta aufgebaut. Diese ist im Gegensatz zu der Spongiosa nicht aus einzelnen
Trabekeln aufgebaut, sondern besitzt eine dicht gepackte Knochenstruktur. Das
Osteon, welches von Haverskanélen durchzogen wird, stellt das Grundelement der
Kompakta dar. Die Kompakta umfasst die gesamte auf3ere Schicht des Knochens
und wird auch als Kortikalis bezeichnet®. Umgeben wird der Knochen aufen von
einer bindegewebigen Schicht, dem Periost. Die inneren Knochenoberflachen, wie
die Markh6hle und die Knochentrabekel, werden von einem dinnen Hautchen, dem
Endost, Uberzogen.

Die Zellen des Knochens sind die Osteoblasten (Knochenaufbau) und Osteoklasten
(Knochenabbau)®. Osteoblasten, welche sich in die Knochensubstanz eingemauert
haben, differenzieren zu Osteozyten. Knochengewebe unterliegt einem
belastungsabhangigen Umbau, der zeitlebens stattfindet. Dieser Prozess wird als
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Remodelling bezeichnet. Dabei haben das Endost und das Periost die Fahigkeit,
osteogenetisches Potential zu entwickeln. Die Osteoklasten und Osteoblasten
fungieren als Antagonisten im Wechselspiel des Knochenaufbaus und -abbaus. Im
Falle einer Fraktur ist dieses System in der Lage, sein osteogentisches Potential
enorm zu steigern'®. Hier kann zwischen primarer Knochenheilung (ohne Bildung
eines Kallus) und sekundarer oder indirekter Knochenheilung (mit Kallusbildung)
unterschieden werden. Zu sekundarer Knochenheilung kommt es, wenn die
Frakturfragmente gegeneinander beweglich sind oder aber die Fragmente nicht in
direktem Kontakt stehen. Aus diesem Grund wird ein groR3erer Kallus nétig, um die
Fraktur auf nattrlichem Weg zu stabilisieren. Bei der chirurgischen Osteosynthese
hingegen wird mittels Implantaten, wie z.B. Marknageln oder Kompressionsplatten,
die Beweglichkeit der Fragmente verringert und somit die Kallusbildung vermindert.
Kommt es beim Menschen durch eine Fraktur zur vollstandigen
Kontinuitatsunterbrechung des Knochens, sind vier Komponenten direkt an dem
Trauma beteiligt: die Kortikalis, das Periost, das Knochenmark und das umliegende
Weichgewebe. Da all diese Strukturen reichlich vaskularisiert sind, bildet sich
zunachst ein FrakturhAmatom. Dies wird als Initialphase der Heilung bezeichnet (1-3
Tage). Danach wandern Fibroblasten (Bindegewebszellen) in das Hamatom ein, und
es entwickelt sich ein weicher Kallus aus Bindegewebe und einzelnen Inseln aus
hyalinem Knorpel (3-14 Tage nach der Fraktur). Darauf folgt die Phase der
Kallushartung. Es erscheint vermehrt Osteoid im Kallus und somit beginnt die
Produktion von anorganischer Knochenmatrix. Der Kallus wird anschliel3end
komplett mit Geflechtknochen durchbaut (Wochen bis Monate). In der Phase des
Kallusremodellings wird dann der Geflechtknochen durch Lamellenknochen ersetzt
und tiberschiissiges Knochenmaterial wird abgebaut (1-2 Jahre)®*°.

Die Maus hat sich in der Vergangenheit als Versuchstier in der experimentellen
Frakturforschung etabliert'. Die Heilungsvorgénge laufen im Vergleich zum
Menschen oder gréf3eren Versuchstieren beschleunigt ab. So zeigt sich bei der Maus
bei einer Biegefraktur des Femurs bereits nach 10 Tagen das gréf3te Kallusvolumen,
nach 3 Wochen ist der Grof3teil des Kallus mineralisiert, und es beginnt das
Remodelling™?.

Im Zuge einer Fraktur sind auf zellularer Ebene komplexe Signalkaskaden
erforderlich, um die beschriebene Heilung zu initieren und schlie3lich zu einem

funktional optimalen Ergebnis zu flhren. Ein Beispiel hierfir ware die Apoptose
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(programmierter Zelltod), die die Chondrozyten (Knorpelzellen) eingehen miussen,
welche an der enchondralen Ossifikation beteiligt sind®®. Hierbei wandelt sich der
hyaline Knorpel zunachst in hypertrophen Knorpel um, und die Zwischenzellsubstanz
beginnt zu kalzifizieren'®. Die Bereiche der Fraktur, die von Periost (Knochenhaut)
umgeben sind, mineralisieren nach dem Mechanismus der intramembrandsen
(direkten) Ossifikation ohne eine vorherige Anlage eines Knorpelgertsts. Dieser
Prozess findet ebenfalls in der Markhohle statt, mit Bildung eins endostalen Kallus™.
Zwei Tage nach dem Setzen einer Biegefraktur kann bei einer Maus die
inflammatorische Reaktion beobachtet werden. Sie macht sich durch eine
Gewebeschwellung und eine Uberwarmung bemerkbar. Histologisch findet sich ein
Untergang von Muskelfasern®?. Die hierbei ablaufenden immunologischen Prozesse

sind bis jetzt nur unzureichend verstanden®®.

2.2 Immunsystem

Unser Immunsystem kann in einen angeborenen und adaptiven Teil unterschieden
werden (Abb. 1). Der angeborene Teil (,innate immunity*) hat sich evolutionar sehr
frih entwickelt'’. Dazu z&hlen natirliche Barrieren wie Epithelien, zellvermittelte
Abwehr durch  Phagozyten, sowie die humorale Komponente, das
Komplementsystem. Das angeborene Immunsystem zeichnet sich durch die
Bekampfung von Erregern aus, ohne dass der Organismus vorher mit diesen Kontakt
hatte. Gelingt es einem Erreger die Epithelbarriere zu Uberwinden, so besitzen
neutrophile Granulozyten, Makrophagen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) die
Fahigkeit, pathogene Keime anhand ihrer Rezeptoren zu erkennen und von
korpereigenen Zellen zu unterscheiden. Zu diesen Rezeptoren gehdren zum Beispiel
die Toll-like-Receptors (TLRs). Diese Rezeptoren stellen eine Rezeptorfamilie dar,
die Bestandteile von Bakterien erkennen und an diese binden kdnnen (Pathogen
assoziierte molekulare Muster, PAMPs)*®.

Die Faktoren des Komplementsystems liegen im Blutplasma gel6st vor und kénnen
an Bakterien, Parasiten und Pilze binden und so Keime markieren (opsonieren) oder
iiber Bildung eines Membran-Angriffkomplexes eine Zelllyse herbeifiihren®®.

Der adaptive Teil unseres Immunsystems setzt sich zusammen aus Lymphozyten,
dendritischen Zellen und den von B-Lymphozyten produzierten Antikérpern. Diese
Zellen weisen eine hohe Anpassungsfahigkeit gegentber Krankheitserregern auf.

Die adaptive Immunabwehr entwickelt sich lebenslang und passt sich an neue

4
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Krankheitserreger an. T-Lymphozyten gewahrleisten die zellvermittelte Abwehr und
unterstitzen die B-Lymphozyten, indem sie sie aktivieren und ihnen Antigene
prasentieren konnen. Die B-Lymphozyten produzieren Antikérper, die den humoralen
Anteil des adaptiven Immunsystems prasentieren. Damit stellen die Lymphozyten
den wesentlichen Anteil des adaptiven Immunsystems dar. Sie erméglichen durch
ihre Vielzahl an polyklonalen Antikorpern und T-Zell-Rezeptoren eine adaquate
Reaktion auf Krankheitserreger®®. Die T-Zellen lassen sich weiter unterteilen in CD4+
T-Helferzellen und CD8+  zytotoxische T-Zellen. Die verschiedenen
Oberflachenmolekiile (Cluster of Differentiation) sind hierbei ein
Unterscheidungsmarker und Rezeptorbestandteil zugleich. CD4+ Zellen binden,
nachdem ihnen Antigene prasentiert wurden, an B-Zellen und stimulieren diese zur
Antikdrperproduktion. CD8+ Zellen sind in der Lage in infizierten Zellen den
programmierten Zelltod auszuldsen. Weitere Untergruppen der T-Zellen sind z.B. die
regulatorischen T-Zellen (Treg), NK-Zellen und yd-T-Zellen. Jede dieser Gruppen

kann fir sich in weitere Subtypen unterschieden werden®.

[ Immunitat

[ Angeborenes Immunsystem [ Adaptives Immunsystem
1 1
| i 1 1
[ Zellular [ Humoral [ Zellular [ Humoral
Epithel Barrieren -
Mono zyten/Makrophagen T-Lymphozyten

Komplementfaktoren

Granulozyten Zytokine

Matural Killer Cells

B-Lymphozyten Antikérper
Dendritische Zellen

Abbildung 1: Immunsystem

2.3 Osteoimmunologie und Physiologie des Knochens

Die Osteoimmunologie beschaftigt sich mit den molekularen Wechselwirkungen
zwischen Knochenbiologie und Immunologie. Knochengewebe zéhlt zu den Binde-
und Stitzgeweben und ist fir den Organismus in erster Linie fur seine Halte- und
Stutzfunktion bedeutsam. Das Knochengewebe hat jedoch viele weitere Aufgaben:
Es ist ein Kalziumspeicher und beherbergt das Knochenmark. Dieses ist
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Ursprungsort fast samtlicher Zellen des Blutes. Die Zellen des Immunsystems, zum
Beispiel Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten, zirkulieren im Blut und leiten
sich von hdmatopoetischen Stammzellen ab. Die Zellen des Knochengewebes leiten
sich ebenfalls von Vorlauferzellen ab, die teilweise identisch mit denen des
Immunsystems sind®?. So entstehen Osteoklasten aus Zellen mit hamatopoetischer
Herkunft. Sie entwickeln sich aus Vorlauferzellen des Makrophagen-
Monozytensystems. lhre Differenzierung wird durch den Makrophagen Kolonie-
stimulierender-Faktor (M-CSF) gesteuert .

Dies ist ein Makrophagen-Wachstumsfaktor, der ebenfalls eine stimulierende
Wirkung auf Osteoklasten hat. Ein Knock-Out (KO) des M-CSF-Gens fuhrt zu einem
Defekt in der Differenzierung von Osteoklasten und Makrophagen und zur
Osteopetrose, einer pathologischen Vermehrung der Knochenmasse mit Neigung zu
Spontanfrakturen®®. Ein anderes bedeutendes Steuerungssystem fiir die
Osteoklastenentwicklung ist der Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B und
dessen Ligand (RANK/RANKL). Diese befinden sich auf der Zelloberflache (RANK)
und koénnen im Falle einer Aktivierung zur Differenzierung von
Osklastenvorlauferzellen zu reifen Osteoklasten fuhren. Als Ligand fungiert RANKL,
welches an den RANK-Rezeptor bindet und auch als TNF Related Activation Induced
Cytokine (TRANCE), Osteoprotegerin-Ligand (OPGL) oder Osteoclast Differentiating
Factor (ODF) bekannt ist. Es wird u.a. von Osteoblasten exprimiert. Kommt es zur
Bindung von RANK an RANKL, nachdem die Expression auf den Osteoblasten
gesteigert wurde, so sind Osteoklasten in der Lage, den Knochenabbau zu
induzieren. Sie bilden in den Erosionslakunen, den sogenannten Howship-Lakunen,
Wasserstoff- und Chloridionen und losen dadurch die Knochenmineralien auf.
Lysosomale Proteinasen bauen danach die Kollagenmatrix ab®. Interessant ist die
Beobachtung, dass ein RANK-KO auch die Lymphozytenentwicklung beeintrachtigt.
Jedoch scheint sich die Stérung bei der Entwicklung des Immunsystems in diesem
Mausmodell auf die B-Zellen zu beschranken, die T-Zell-Funktion wird von dem
Knock-out nicht beeintrachtigt?. Gleiches lasst sich ebenfalls bei der RANKL-KO
Maus beobachten. Dort liegen ahnliche Phanomene vor, mit Ausnahme einer
zusétzlich gestérten T-Zell-Aktivierung®’.

RANKL wird zusatzlich von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert. Lymphozyten
konnen somit ebenfalls den Knochenstoffwechsel zu Gunsten eines Knochenabbaus

beeinflussen®®?°. Dies ist bekanntermaRen einer der Mechanismen, mit dem T-Zellen
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bei Autoimmunerkrankungen und metastatischen Knochenveranderungen Osteo-
lysen herbeiftihren. Am Beispiel der rheumatoiden Arthritis wird die destruktive Rolle
des Immunsystems deutlich. Hier fuhrt eine immunvermittelte Gbermafige
Aktivierung von Osteoklasten zu Osteolysen®. Auch bei dem multiplen Myelom
lassen sich ausgedehnte Osteolysen beobachten, die durch entartete
Lymphozytenvorlaufer ausgeldst werden®22, Bekannt fiir die Produktion von RANKL
sind die Thl-Zellen, welche ebenfalls Interferon-y produzieren. Die Bedeutung von
Interferon-y fir den Knochen wurde bereits erforscht, seine Wirkung ist jedoch
vielfaltig.  Einerseits forciert es in vitro eine  Unterdrickung der
Osteoklastendifferenzierung, andererseits kann es in vivo Uber eine T-Zell-
Aktivierung einen Knochenabbau auslosen®**

Ein weiterer Mechanismus der RANKL-Interaktion ist bekannt: RANKL bindet nicht
nur an RANK, sondern auch an Osteoprotegerin (OPG), einen Hemmstoff des
Knochenabbaus. OPG wird von Osteoblasten, dendritischen Zellen, B-Zellen und T-
Zellen gebildet***”. Durch die Bindung an Osteoprotegerin wird die RANKL-Wirkung
inhibiert. Damit kénnen die genannten Zellen, je nachdem, welches Signal sie
erhalten, den Knochen ebenso konservieren.

Insgesamt sind folgende immunologische Zytokine, welche die Osteklastenaktivitat
erhdhen, bekannt: Interleukin-1 (IL-1), -6, -11, Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)
und Prostaglandin E, (PGE,)*®*. Sie werden nicht ausschlieRlich von
immunkompetenten Zellen gebildet, sondern teilweise auch von Osteoblasten®.
Diese stehen damit am Anfang von Signalkaskaden des Knochenabbaus, obwohl sie
eigentlich die klassischen Zellen des Knochenaufbaus sind. Im ersten Moment mag
dies paradox wirken, verdeutlicht jedoch wie vielfaltig die Signale sind, die
Osteoblasten und Immunzellen untereinander austauschen. Die Osteoblasten bilden
zugleich auch Plattchenwachstumsfaktor (PDGF), Transforming growth factor (TGF-
B), Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und IGF-2. Diese Mediatoren bewirken
autokrin eine gegenseitige Stimulation und in der Folge einen Knochenaufbau®. Die
einzigen Stoffe, welche eine ektope Knochenbildung induzieren kénnen, sind die
sogenannten Bone Morphogentic Proteins (BMP-2, -4, -6, -7)**. BNP-2 und -7 finden
heute Anwendung in der Pseudarthrosebehandlung und werden lokal operativ in den
Frakturspalt eingebracht.

Anhand der oben genannten Beispiele wird ersichtlich, wie eng diese Molekile,

insbesondere Interleukine, TNF-a, RANKL und M-CSF, mit dem Knochengewebe
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interagieren, und dass sie von Zellen ha&matopoetischer und mesenchymaler
Herkunft gebildet werden. Es gibt demnach Hinweise fir die zahlreichen

Zusammenhange und Interaktionen zwischen Knochengewebe und Immunsystem.

2.3.1 Einfluss der Lymphozyten auf den Knochenstoffwechsel

Der Einfluss von Lymphozyten auf den Knochenstoffwechsel ist noch wenig
erforscht, und ihre Wirkung ist von vielen duf3eren Faktoren abhangig. 2007 haben Li
et al. die Wirkung von Lymphozyten auf die Knochenregulation in vivo ausfihrlich
beschrieben®. Demzufolge sind Zellen der B-Linie fiir 64% der OPG-Produktion
verantwortlich, 45% stammt von reifen B-Zellen. B-Zell-KO Mé&use leiden deshalb
unter Osteoporose. Auch die T-Zellen haben eine eher knochenkonservierende
Wirkung. Sie erhdhen indirekt die OPG-Produktion, indem sie B-Zellen anregen,
mehr Osteoprotegerin zu produzieren. Dies ist mdglich, nachdem die gegenseitige
Bindung Uber den Cluster of Differentiation 40 und dessen Ligand (CD40/CD40L)
erfolgt ist. So ist es verstandlich, dass die T-Zell-KO M&use (Nacktmause) im
Vergleich zum Wildtyp ebenfalls eine verminderte Knochenmasse zeigen®. Eine
andere Literaturquelle gibt hingegen an, dass die Knochendichten (BMD) bei jungen
Nacktmausen im Alter von 8 Wochen sich nicht von denen des Wildtyps
unterscheiden®. Erst im Alter von 12 Wochen hat der Wildtyp eine signifikant erhéhte
BMD. Hier kann vermutet werden, dass T-Lymphozyten eine knochenprotektive
Wirkung bei Alterungsprozessen haben. Eine andere Mdglichkeit ist, dass die T-
Lymphozyten bei der Knochenentwicklung in diesem speziellen Zeitraum (zwischen
8-12 Wochen) besonders wichtig sind.

Untersuchungen Uber die Folgen eines B-Zell-Arrests auf der Stufe der Pra-B-
Lymphozyten verschiedener Mutanten-Stamme auf die Knochenentwicklung haben
gezeigt, dass es nicht alleine entscheidend ist, welche Zelllinie an der Ausreifung
gehindert wird, sondern auch der Mechanismus eine entscheidende Rolle spielt*.
Die Pax5” und die uMT Maus verfiigen beide nicht tiber reife B-Lymphozyten. Der
Mechanismus hierfur ist aber unterschiedlich. Pax5 ist fur die Transkription eines
wichtigen Faktors in der B-Zell-Entwicklung essentiell, wahrend uMT fir eine Stérung
in der Ausbildung von Exons fur transmembranares IgM steht und so die B-Zell-
Entwicklung auf der gleichen Differenzierungsstufe wie bei der Pax5” Maus

abbricht. Die Pax5” Maus verfiigt tiber eine hochgradige Osteopenie mit einer
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massiven Osteoklastenliberaktivitat bei normaler Osteoblastenfunktion. Die uMT-
Maus hingegen unterscheidet sich in keinem der erhobenen Parameter von den
Wildtypen. Als Vergleichsgruppe wurde ebenfalls die RAG-1-Maus untersucht.
Auch sie unterscheidet sich 2 Wochen nach der Geburt in Knochenstruktur und
Entwicklung in keinem der erhobenen Parameter von der uMT-Maus oder dem
Wildtyp. Daher wurde die Vermutung gedufRert, dass gerade die gleichzeitige
Abwesenheit von B- und T-Zellen der Grund dafur ist, dass die Knochenstruktur und
-heranreifung sich nicht vom Wildtyp unterscheidet®*. Dies ist eine sehr wichtige
Aussage im Hinblick auf den hier vorliegenden Vergleich von RAG-1- und Wildtyp-
Maus.

Bei einer postmenopausalen Osteoporose treten die T-Lymphozyten als
Hauptlieferant von TNF-o. und RANKL auf***. Hier fiihren sie durch eine
immunologische Uberreaktion zu einem Knochenabbau. Diese Reaktion ist IL-7
vermittelt*>*®4’In einem Mausmodell nach Ovarektomie steigt IL-7 an und fiihrt tiber
diesen Mechanismus zu Osteoporose®®*® |L-7 ist ein Zytokin, welches die
Lymphopoese induziert und vor allem T-Lymphozyten aktiviert. Bei der rheumatoiden
Arthritis wird IL-7 ebenfalls eine knochendestruktive Wirkung zugeschrieben®.
Dieses Zytokin ist in der Lage einer Zellpopulation, den B220*-Zellen, das Signal zu
geben, sich in Osteoklasten zu differenzieren. Die B220"-Zellen stellen ebenfalls
Vorlauferzellen der B-Lymphozyten dar®. Somit ist dieses Interleukin als ein fiir den
Knochen besonders schadliches Interleukin identifiziert worden. Nur eine einzige
Quelle ist bekannt, welche die osteoprotektiven Eigenschaften von IL-7 beschreibt.
Demnach ist IL-7 in Zellkulturen ein Hemmstoff fiir die Osteoklastenreifung®.
B-Zellen und Osteoklasten beeinflussen sich in der friihen Phase ihrer Entwicklung
deutlich, und diese Interaktionen sind fur die Knochenhoméostase physiologisch
notwendig. In diesem Zusammenhang ist auch die Wichtigkeit der T-Lymphozyten zu
unterstreichen, denn die oben beschriebene Wirkung von IL-7 lauft T-Zell-vermittelt
ab. Die T-Zellen schitten nach einer IL-7-Stimulation TNF-a und RANKL aus und
treiben auf diesem Weg die Osteoklastenaktivitat an®*. LieRRe sich bei einer schlecht
heilenden Fraktur eine hohe IL-7-Expression messen, ware die verzogerte Heilung
immunologisch erklarbar. Die Zusammenhange sind aber bis jetzt noch nicht
bekannt. Dieses Beispiel verdeutlicht die besondere Relevanz osteoimmunologischer
Forschung.
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In anderen Untersuchungen wurde im Gegensatz dazu der knochenprotektive Effekt
von T-Lymphozyten beschrieben: Ohne CD4" und CD8" Zellen in vivo steigert sich
die Vitamin-D-vermittelte Osteoklastenaktivierung, und die Osteoprotegrinproduktion
fallt ab*’. Damit haben die T-Zellen auch knochenerhaltende Eigenschaften. Einen
Hinweis auf eine ahnliche Wirkung liefert die Arbeitsgruppe um Choi Y. et al. (2005).
Hier wurde gezeigt, dass in vitro aktivierte CD8* Lymphozyten die Osteoklastogenese
unterdriicken konnen (Knochenprotektion), wahrend aktivierte B-Zellen und ihre
Zytokine einen besonders schadigenden Einfluss auf den Knochen aufwiesen®.
Zusatzlich zu dem oben bereits erwahnten Interferon-y hat auch IL-4
knochenerhaltende Eigenschaften. Es ist als antiinflammatorisches Zytokin (ebenso
IL-10) bekannt und wird von Th2- Zellen und Mastzellen gebildet*. Diese Zytokine
der T-Helfer-Zellen konnten in Untersuchungen die knochenkonservierenden
Eigenschaften der Th2-Lymphozyten erklaren. Die Th2-Zellen sind eine Untergruppe
der CD4" T-Helferzellen und aktivieren verstarkt das B-Zell-System, wéahrend die
Thi-Zellen eher zu einer Makrophagenaktivierung fiihren®>.

Eine andere Subpopulation der T-Lymphozyten ist bis jetzt au3er Acht gelassen
worden: Der Subtyp der Th17-Zellen hat nachweislich einen schadlichen Einfluss auf
den Knochen. Bei vielen Erkrankungen des rheumatologischen Formenkreises
schuttet diese Zellpopulation grof3e Mengen von IL-17 aus, welches in der Lage ist
Osteoklasten direkt zu aktivieren und den Knochen zu zerstoren®*%,

All diese Beispiele heben die gegenséatzlichen Wirkungen der Lymphozyten auf den
Knochenstoffwechsel hervor. Die Rolle der Lymphozyten ist wichtig fur die
physiologische Entwicklung des Knochens. Erstens durch die ortliche Nahe des
Knochenmarks, zweitens durch die zahlreichen Signale, welche die
unterschiedlichen Zelllinien wahrend ihrer Differenzierung geben. Normalerweise
halten sich die schitzenden und die destruierenden Eigenschaften der Lymphozyten
die Waage. Kommt es jedoch zu einer UuberschieBenden Reaktion des
Immunsystems, treten inflammatorische Zytokine der Lymphozyten und die Zell-Zell-
Interaktionen als schadlicher Einfluss hervor, der zu einer UbermaRigen
Osteoklastenaktivierung und Knochendestruktion fuhrt.

Die meisten Erfahrungen, in Bezug auf Wechselwirkungen zwischen Knochenzellen
und Lymphozyten, beziehen sich somit auf Erkrankungen des rheumatologischen
Formenkreises, auf maligne Erkrankungen und auf die Osteoporose. Wenig ist tber

die immunlogischen Prozesse wahrend einer Fraktur bekannt und noch weniger Gber
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die dortige Rolle der Lymphozyten bzw. deren Beeinflussung der Frakturheilung. An
dieser Stelle ist erneut zu betonen, dass am Anfang eines jeden Traumas eine
inflammatorische Reaktion steht. Bei einer Fraktur ist es essentiell, dass einerseits
die Heilung durch diese Reaktion eingeleitet wird und alle nachfolgenden Vorgange
gebahnt werden. Andererseits ist zu hinterfragen, inwieweit diese Reaktion adaquat
ist. Eine Uuberschie3ende Immunreaktion kann, wie oben bereits beschrieben,
schadigende Einflisse haben. Zu klaren ist, ob Lymphozyten generell einen
heilungsférdernden Einfluss austiben oder ob sie eventuell die Heilung verzégern
oder gar durch eine zu ausgepragte inflammatorische Antwort ein Scheitern der

Heilung forcieren kénnen.

2.4 Immunologie der Heilung

Ist ein Organismus von einer Fraktur betroffen, lasst sich eine systemische
Inflammation anhand erhéhter Zytokinspiegel im Blut nachweisen®. Die Verletzung
aulRert sich vor allem in einem Anstieg des von der Leber gebildeten C-Reaktiven
Proteins (CRP) und IL-6. Beide Stoffe sind Akut-Phase-Proteine, welche auch nach
einer Fraktur vermehrt produziert werden®’.

Die Serumspiegel von IL-6 bleiben bis 7 Tage nach der Fraktur erhéht und die
gemessenen Werte korrelieren hierbei mit der Schwere und Komplexitat der
Fraktur®®. Dies spiegelt die Aktivierung und Alarmbereitschaft des Immunsystems
wieder, die sich nach einem Knochenbruch abspielen. IL-6 aktiviert Granulozyten
und fordert die Makrophagen- und Lymphozytendifferenzierung. Auf T-Lymphozyten
wirkt es antiapoptotisch und erhoht die Immunglobulin-G Produktion der B-Zellen®®.
Es findet somit eine gezielte Aktivitatserhéhung und Rekrutierung von Lymphozyten
statt.

Ebenfalls beobachten lasst sich im Verlauf der Heilung ein Wechsel von
proinflammatorischen Thl- zu antiinflammatorischen Th2-Zellen (Unterformen der T-
Helfer Zellen)®. Dieser Wechsel ist vermutlich notwendig, um die Infllammation nach
dem Trauma an einem gewissen Punkt zu limitieren, allerdings werden dadurch
Infektionen begunstigt. Es muss demzufolge eine Balance zwischen Inflammation
und Antiinflammation vorliegen, damit eine Heilung optimal ablauft und keine
Komplikationen entstehen.

Mit der Bildung des Frakturhdmatoms wird der Prozess der Frakturheilung initiiert.

Hieran sind verschiedene Schlisselmolekiile beteiligt. Diese kdnnen in vier Gruppen
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eingeteilt werden: die TGF-B-Superfamilie, Metalloproteinasen, angiogenetische
Faktoren und die proinflammatorischen Zytokine®!. Letztere Gruppe ist verantwortlich
fur die immunologische Modulation der Frakturheilung. So wurde 1995 von Einhorn
und Horowitz et al. IL-1, IL-6 und Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor
(GM-CSF) in der Frithphase der Heilung nachgewiesen®®. Die hochsten Spiegel
wurden dabei im Gewebe einen Tag nach der Fraktur gemessen. Am dritten Tag
nach der Fraktur ist nahezu der Normwert wieder erreicht. Die Zellen, welche an der
lokalen Entziindung beteiligt sind, wurden ebenfalls zu diesem Zeitpunkt
beschrieben®. Den a/B-T-Lymphozyten werden hierbei osteoinduktive Eigenschaften
zugeschrieben, denn sie schitten nachweislich IL-2 aus. Dabei wird vermutet, dass
Uber diesen Mechanismus die Zellmigration im FrakturhAmatom gefdrdert wird und
somit das weitere Voranschreiten der Heilung intensiviert wird®*®. Das oben
beschriebene Interleukin-6 ist ein Aktivator der Lymphozyten und wird von
Makrophagen gebildet. Damit wird eine inflammatorische Reaktion weiter getriggert.
Ohne IL-6 heilen Frakturen deutlich schlechter®®.

Der Botenstoff TNF-a, welcher hauptsachlich von Makrophagen gebildet wird, ist
klassischerweise das Zytokin, welches die Signale der Inflammation setzt. Er fuhrt im
Gewebe zu Rétung, Schwellung, Schmerzen und kann in hohen Konzentrationen
eine Schocksymptomatik auslosen. Fehlt die Signalverarbeitung dieses Botenstoffes,
so sind die Knorpelbildung und anschlie3end die Aktivierung von Phagozyten im
Kallus gestort. Dadurch heilt ohne die TNF-a-Signalibertragung der Knochen
verlangsamt®’. TNF-a wird ebenfalls von aktivierten Lymphozyten ausgeschiittet. Bei
dem Vergleich der RAG-1)-Maus mit dem Wildtyp gilt es, diesen Punkt zu
berticksichtigen.

Lymphozyten beeinflussen viele Heilungsprozesse im Korper. So ist bereits der
Einfluss auf die Wundheilung der Haut beschrieben worden: Barbul et al. haben
festgestellt, dass eine selektive Hemmung von CD8" T-Zellen zu einer verbesserten
Wundheilung fiihrt. Die alleinige Hemmung von CD4" T-Zellen hat keinen Einfluss

auf die Wundheilung®®®,

Stutzen lassen sich diese Beobachtungen durch
athymische Nacktméause mit einem T-Zell-Defekt, bei denen sich eine phanotypisch
gestorte Wundheilung durch eine T-Zellrekonstruktion mit Milzlymphozyten
verbessern lasst’.

Die Lymphozyten haben nicht nur Einfluss auf die Heilung von Wunden, sie

verbessern auch die Regeneration nach einem arteriellen Trauma. Schadigt man die
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Gefalwand einer RAG-1)-Maus, so lasst sich in der Heilung eine iberschieRende
Intimaproliferation beobachten. Nach einem adoptiven B-Zell-Transfer nimmt diese
iiberschieRende Proliferation wieder ab".

Die initiale inflammatorische Kaskade ist ein kritischer Punkt, der einer sehr
kontrollierten Regulation bedarf. Wird in diesen Prozess medikamentds eingegriffen,
hat dies meist eine verzégerte Heilung zur Folge. Ein Aspekt, der etwas ausfuhrlicher
untersucht wurde, ist, dass nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) die Frakturheilung
negativ beeinflussen. Wird im Tierexperiment taglich eine hohe Dosis von
Indometacin oder Ibuprofen verabreicht, wird die Ausbildung eines Kallus gestort’.
Andere antiinflammatorische Medikamente weisen eine ahnliche Wirkung auf und
verschlechtern die Knochenheilung”™. Besonders wichtig ist vor allem die Wirkung
der Cyclooxygenase 2 (COX-2). Ein Knock-Out oder eine selektive Hemmung
unterdrickt die inflammatorische Reaktion und fuhrt zu sehr schlechten
Heilungsergebnissen im Tierexperiment’.

Es gibt bereits laborexperimentelle Vorarbeiten zur Frakturheilung unter
pharmakologischer Immunsuppression. Verabreicht man Mausen Rapamycin,
welches die Interleukin-2-vermittelte T-Zell-Aktivierung hemmt, so wird die
Ausbildung eines Kallus und die Konsolidierung der Fraktur verhindert”. Rapamycin
hat allerdings auch antiangiogenetische Eigenschaften, die ebenfalls bei diesem
Prozess nicht zu vernachlassigen sind. Behandelt man adulte Ratten mit dem
Immunsuppressivum FK506 und setzt danach ein tibiale Fraktur, so ergeben sich
keine Unterschiede bei der Heilung und die Konsolidierung bleibt unbeeintrachtigt’®.
FK506 ist besser bekannt als Tacrolimus, es greift in den Zellstoffwechsel von T-
Zellen ein und hemmt sie. Dadurch sind alle Zytokine, welche klassischerweise von
T-Zellen ausgeschiittet werden, nur noch in verminderter Konzentration messbar.
Dadurch stellt der fehlende Effekt auf die Frakturheilung eindeutig ein
Uberraschendes Ergebnis dar; zumal bekannt ist, dass FK506 osteoinduktive

Eigenschaften aufweist’’.

2.5 Die RAG-1")-Maus: ein Lymphozytendefektmodell

Die Vielfalt an Antikbrpern und T-Zell-Rezeptoren wird durch den Prozess der
somatischen Rekombination ermdéglicht. Dieser Vorgang ist essentiell fir das
Ausreifen immunkompetenter Lymphozyten, mit Ausnahme der NK-Zellen. Wahrend

der Differenzierung der T- und B-Zellen ist es notig, die auf der Keimbahn
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vorhandenen Gene fir den T-Zell-Rezeptor und fur die von B-Zellen sezernierten
Antikérper neu zu arrangieren. So wird die Vielfalt von theoretisch 10
verschiedenen Antikoérpern und 10 verschiedenen T-Zell-Rezeptoren realisiert’®. Im
codierenden DNA-Abschnitt finden sich jeweils mehrere unterschiedliche V-
(variable), D- (diversity) und J- (joining) Segmente (Abb. 2). Sie sind jeweils
hintereinander auf verschiedenen Genloci angeordnet. Diese Segmente missen neu
sortiert werden, wobei von jeder Gruppe ein Segment benétigt wird. Dies gilt sowohl
fur den T-Zell-Rezeptor, als auch fir die Antikérper der B-Zellen. Die
Keimbahnstrdnge besitzen konservierte Signalsequenzen, an die spezialisierte
Enzyme binden und die Genabschnitte herausschneiden kdnnen. Die Seiten der
VDJ-Segmente sind mit sogenannten RSS (Recombination Signal Sequences)
flankiert. An diesen Stellen binden die Enzyme RAG-1 und RAG-2 (Recombination
Activating Gene) und induzieren unter Ausbildung einer Haarnadelschleife in der
DNA einen Strangbruch. Anschliel3end lagern sich die beiden neu entstandenen
Enden einander an. Bei dem Prozess werden die Fragmente zufallig

zusammengefuhrt.

Vi vz V3 D1 D2 ... D27

., e— ]

B Recombination signal sequences (RSS)
O Recombination activating Gen 1 (RAG-1)

Abbildung 2: Prozess der somatischen Rekombination

Aus http:/iwww.righthealth.com/topic/Recombination_activating_gene/lmages
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Es entsteht somit ein neues rekombiniertes Gen, dessen Transkript flr den variablen
Teil eines Antikdrpers oder T-Zell-Rezeptors kodiert. Die RAG-1/2-Gene sind dabei
lymphozytenspezifisch und werden bis auf wenige Ausnahmen nur wahrend der
Lymphozytendifferenzierung exprimiert. Es wurde eine Aktivitat des RAG-1-Gens im
zentralen Nervensystem der Maus gefunden’. Ansonsten wird auBerhalb der
Lymphozytenentwicklung keines der beiden Gene exprimiert.

Nach der Teilung einer Stammzelle entsteht die sogenannte frihe Pro-B-Zelle. Auf
dieser Entwicklungsstufe findet bereits eine VDJ-Neuordnung statt und beide RAG-
Enzyme werden exprimiert. Eine Expression wird ein zweites Mal in der Entwicklung
notig, wenn sich die grof3e Pra-B-Zelle zur kleinen Pra-B-Zelle differenziert.

Die Ausreifung der T-Zellen beginnt im Knochenmark, verlagert sich dann jedoch in
den Thymus. Auch bei der T-Zelle vollzieht sich die VDJ-Rekombination in einem
sehr frihen Entwicklungsschritt. Die frihe doppelt negative T-Zelle besitzt weder den
Oberflachenmarker CD4 noch CD8. Auf dieser Entwicklungsstufe erfolgt in ihr die
RAG-Expression und die Rekombination der Gene fiir den T-Zell-Rezeptor®. Bei
fehlender RAG-1-Aktivitat bleiben die Lymphozyten deshalb auf der Stufe der frihen
Pro-B-Zelle und frihen doppelt negativen T-Zelle stehen, und es kommt nicht zum
Ausreifen von immunkompetenten Lymphozyten®!. Ein Knock-Out von RAG-1 oder
RAG-2 fuhrt zum vollstdndigen Fehlen von immunkompetenten Lymphozyten und
damit zur Abwesenheit des adaptiven Immunsystems. Untersucht man mittels eines
Southernblots die kultivierten Zellen aus Thymus und Knochenmark, so sind alle T-
Zell-Rezeptoren und Immunglobulingenloci in der urspringlichen Konfiguration
verblieben. Hieraus wird ersichtlich, dass RAG-1 essentiell ist, um die VDJ-
Rekombination zu initiieren. Nur die NK-Zellen kénnen noch heranreifen. Ihre Anzahl
ist in der RAG-1-defizienten Maus sogar erhoht®. Genauso wie RAG-1 ist auch
RAG-2 fiir die VDJ-Rekombination notwendig®.

Die RAG-1-Maus wurde in der Literatur erstmals 1992 erwahnt, hier gelang es der
Arbeitsgruppe um Mombaerts et al. erstmals, einen Knock-Out des RAG-1-Gens
durchzufiihren und den Phanotyp der Maus zu beschreiben®. Fir den Knock-Out
wurden hierbei Mause des C57/BlI6-Stammes verwendet. Auch heute ist dies noch
der Stamm der RAG-1")-Maus. Dabei sind diese Mause vom Wildtyp mit dem
bloRen Auge nicht zu unterscheiden. Sie sind fortpflanzungsféahig und haben die
gleiche Lebenserwartung. Es gibt keine makro- oder mikroskopischen

Verdnderungen im ZNS der Mause, obwohl sich die Expression von RAG-1 in
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Neuronen des Wildtyps im Hippocampus und in der limbischen Region nachweisen
l&sst. Eine Untersuchung aus dem Jahre 2003 hat allerdings gezeigt, dass die RAG-
1™)-Maus ein verandertes Sozialverhalten besitzt. Die Mause unterscheiden sich
vom Wildtyp nicht in ihrem Lernverhalten, sondern weisen eine verminderte Furcht in
Stresssituationen sowie einen erhohten Bewegungsdrang auf®®. In Untersuchungen
fielen deutlich verkleinerte lymphatische Organe auf. Die RAG-1 -Maus ist heute
ein sehr etabliertes Modell in der immunologischen und onkologischen Forschung.
Aufgrund des fehlenden adaptiven Immunsystems lassen sich Tumorzellen und
Lymphozyten von Mensch und Maus transplantieren, ohne dass es zu einer
AbstoRungsreaktion kommt. Die Maus ist dabei gewissermafl3en ein ,Gefal3* fur
Spenderzellen und Gewebe, die in ihr angeziichtet werden kénnen. Die RAG-1-
Maus ist bei vielen Anbietern verfugbar, und ihr Stamm wird weltweit zu
Forschungszwecken vertrieben. Das Versuchstier besitzt zwar einen schweren
Immundefekt, doch schrankt dieser den Gesundheitszustand der M&use nicht ein,
solange die Mause von Ubertragbaren Krankheiten abgeschottet werden.

Der ,Vorganger* der RAG-1)-Maus ist die SCID-Maus. Diese Maus kann noch zu
einem sehr geringen Anteil reife B- und T-Lymphozyten ausbilden, und dies auch nur
im fortgeschrittenem Alter. Hier liegt ein anderer Mechanismus der Stdrung vor:
Aufgrund  fehlender = DNA-Reparaturmechanismen  lauft die  somatische
Rekombination nicht ab, eine sehr geringe Restaktivitat ist jedoch vorhanden®. Ihren
Namen verdankt die Maus der auch beim Menschen vorkommenden genetischen
Erkrankung, dem Severe-Combined-Immuno-Deficiency Syndrom. Aus diesem
Grund findet man in der Literatur auch die RAG-17"-Maus gelegentlich unter dem

Namen ,non-leaky SCID Mouse*.

2.5.1 Angeborene Immundefizienz beim Menschen

Beim Menschen ist SCID eine Sammelbezeichnung fir ein Syndrom, das als
Gemeinsamkeit eine angeborene schwere Storung des Immunsystems aufweist.
Typisch ist fur alle SCID-Formen eine Fehlfunktion oder ein Mangel an T-
Lymphozyten. Dadurch ist eine Stérung der zellularen Immunantwort bei allen SCID-
Formen bedingt. Je nach SCID-Form ist auch die Funktion oder Anzahl von B-
Lymphozyten und NK-Zellen fehlerhaft. Dementsprechend kann auch die humorale
Immunitat beeintrachtigt sein. Die Haufigkeit von SCID wird auf 1:50000 bis

1:100000 Neugeborene geschéatzt®. Damit handelt sich um eine seltene angeborene
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Erkrankung des Immunsystems. Auch finden sich unter den Erkrankten Menschen,
die einen Defekt des RAG-1-Gens besitzen. Diese Erkrankung wird dann genauer
als Omenn-Syndrom (OS) bezeichnet, wobei es sich dabei meistens um genetische
Mosaike handelt. Diese sehr seltene Form der volligen RAG-1-Defizienz wird als T B’
SCID bezeichnet®”. Patienten mit OS sterben normalerweise an schweren Infekten
im ersten Lebensjahr, es sei denn, sie erhalten eine Knochenmarkstransplantation.
Mit einer immunsuppressiven Therapie kombiniert mit Infektionsprophylaxe kénnen
diese Patienten heute allerdings eine normale B- und T-Zell-Zahl entwickeln und sich
immunologisch und klinisch erholen*. Somit ist zu sagen, dass der RAG-1")-Defekt
ebenfalls beim Menschen vorkommt, diese Erkrankung jedoch heute keine
nennenswerte klinische Relevanz besitzt. Bei den Betroffenen stehen zumeist

andere Probleme als eine gestorte Frakturheilung im Vordergrund.

2.6 Zielsetzung und Hypothese

Bei eingehender Betrachtung der beschriebenen vielfaltigen Effekte von
Lymphozyten auf das Skelettsystem und die am Knochenaufbau und -umbau
beteiligten Zellen ist wenig Uber das Zusammenspiel von Lymphozyten und
Knochengewebe wahrend der Frakturheilung bekannt.

Das erste Ziel dieser Arbeit ist, zu beweisen, dass sich die RAG-1’-Maus und der
Wildtyp in ihrer nativen Knochenstruktur nicht unterscheiden. Hierfiir gibt es in der
Literatur bereits Hinweise.

Das Hauptziel dieser Arbeit besteht in der Beantwortung der Frage, inwiefern die
Abwesenheit von Lymphozyten die Knochenheilung verringert. Arbeitsgrundlage und
Annahme lauten daher folgendermafRen: Durch das Fehlen der Lymphozyten wird
die inflammatorische Reaktion abgeschwécht und wichtige Signalkaskaden der
Immun- und Knochenzellen laufen gestort ab. Aus diesem Grund wird die Heilung
nicht richtig initiiert. Der Kallus wird sich bei der RAG-1"-Maus deshalb mit einer
Verzdgerung ausbilden und nicht die gleiche mechanische und strukturelle Qualitat

erreichen wie der Kallus des Wildtyps.
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Als Versuchstiere wurden mannliche C57/BI6 Wildtyp- und C57/BI6 RAG-1)-Mause
verwendet. Die Mause vom Wildtyp wurden von der Forschungseinrichtung fur
experimentelle Medizin (FEM) der Charité oder der Firma Charles River geliefert. Die
RAG-1)-Mause stammten von dem Bundesministerium fiir Risikobewertung (BfR).
Bei der Untersuchung der nativen Mauseknochen gab es 2 Gruppen a 8 Tiere. Diese
Untersuchungen dienten dazu, mégliche phanotypische Unterschiede der Knochen
zwischen RAG-17" und Wildtyp zu bestimmen.

Den restlichen Tieren wurde jeweils unter Vollnarkose eine 3-Punkt-Biege-Fraktur
des linken Femurs gesetzt. Anschlieliend wurden die Mause nach 7, 14, 21 und 28
Tagen getotet. Die Totung der Tiere erfolgte wiederum unter Vollnarkose mit
Einleitung von COs in einen luftdichten Kéfig. Die Anzahl der Tiere in den einzelnen

Versuchsgruppen sah wie folgt aus:

Tabelle 1:Untersuchungsgruppen

nativ 7 Tage| 14 Tage| 21 Tage| 28 Tage

uCT RAG-19) 8 8 8 8 8
WT 8 8 16 16 8

Biomechanik | RAG-1" - - 8 8 8
WT - - 8 8 8

Die erste biomechanische Testung liel3 sich 14 Tagen post Fraktur realisieren. Fur
die Untersuchung mit dem pCT standen zu den Messzeitpunkten 14 und 21 Tage in
der WT-Gruppe 16 Tiere zur Verfiugung. Um die statistische Aussageféhigkeit zu
erhohen, wurden diese Tiere mit eingeschlossen. Es ist anzumerken, dass nach der
Totung die Knochen zunachst mit dem uCT gescannt wurden und anschlieBend die

biomechanische Testung erfolgte.

3.2 Tiere und Tierhaltung

Insgesamt wurden 56 mannliche Wildtyp Mause und 40 mannliche RAG-1)-Mause,
ebenfalls des BI6/C57-Stammes im Alter von 8-10 Wochen und mit einem Gewicht
von 22-28g verwendet. Es wurden 8 RAG-1)- und 8 WT-Tiere fur die
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Untersuchung der nativen Knochen verwendet. Hierbei wurde jeweils das linke
Femur fiar die Untersuchung mit dem uCT und die biomechanische Testung
verwendet. Das rechte Femur wurde fUr die histologische Auswertung benutzt. Die
restlichen 32 RAG-17- und 48 WT- Tiere gingen in die pCT- und biomechanische
Untersuchung nach Frakturprozedere ein. Die Versuchstiere wurden wéhrend der
gesamten Dauer in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus
Virchow-Klinikum gehalten und versorgt. Die Genehmigung (G 206/08) des
Tierversuchsvorhabens wurde durch das Landesamt fir Gesundheit und Soziales.

Die Tiere wurden ihrem Sozialverhalten entsprechend in Macrolon Typ 3 Kafigen in
Gruppen von 4 Tieren und in Macrolon Typ 4 Kafigen in Gruppen von 10 Tieren
gehalten. Die Haltungsbedingungen entsprachen den Richtlinien der European
Convention ETS 123 und der Gesellschaft fur Tierversuchskunde GV SOLAS. Die
Futterung erfolgte mit Nagetierfutter (Ssniff Spezialdiaten GmbH) sowie Wasser ad
libitum. Gestanzte Locher an den Ohren dienten als Markierung der Tiere. In den
R&umen wurde das Licht entsprechend eines 12 stiindigen Tag/Nacht Rhythmus
geregelt, die Temperatur lag bei 18-20°C. Nach den Operationen konnten die Tiere
weiterhin in Gruppen von 4 Tieren gehalten werden, da die Operationswunden

chirurgisch verschlossen wurden.

3.3 Histologie der nativen Knochen

3.3.1 Anfertigung der Schnitte

Fur die histologische Begutachtung der nativen Knochen wurden die Tiere im Alter
von 8 Wochen getotet und das linke Femur entnommen. Danach wurden die
Knochen exartikuliert und von Weichteilgewebe befreit. Die Knochen wurden
anschlieBend umgehend in eine Fixierlésung Uberfuhrt, um biologische
Zerfallsprozesse zu stoppen. Die Fixierlésung bestand aus 37% Formaldehyd, 100%
Ethylalkohol, 0,1molarer Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,3) und Glukose (Herstellung:
324ml Formaldehyd, 550ml EtOH, 130ml Puffer, 6g Glucose). Nach der folgenden
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe [(70% Ethanol (7 Tage), 80%
Ethanol (7 Tage), 96% Ethanol (2x7 Tage), 100% Ethanol (3x7 Tage)] wurden die
Femora fir 4 Stunden in Xylol (90-100%, Hersteller: J.T. Baker) uberfuhrt. Das Xylol
verdrangt dabei den Alkohol und wird danach wiederum durch das

Einbettungsmedium verdrangt. Die Praparate wurden vor der Kunststoffeinbettung

19



3.Materia und Methoden

fur 48 Stunden in einer Prainfiltrationslosung bei Raumtemperatur und anschliel3end

fur 2x7 Tage in einer Infiltrationslésung bei 4°C gelagert. Weiterhin wurden die

Knochen in Polymethylmetacrylat (Technovit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer GmbH &

Co. KG, Wehrheim, Deutschland) dberfiihrt. So konnten die Knochen fir die

Anfertigung histologischer Schnitte schneidbar gemacht werden.

Nach der Aushartung wurden die PMMA-BIl6cke angeschliffen und an dem Mikrotom

(Leica SM 2500S, Leica Mikrosystems, Nussloch GmbH, Deutschland) 6 pm

Frontalschnitte der Praparate entnommen. Nach dem Schneiden wurden die Schnitte

mit dem Lichtmikroskop daraufhin kontrolliert, ob die Metaphysen der Knochen intakt

waren. Die Movat-Pentachrom Farbung der Schnitte entsprach folgendem Schema:

© 0 N o g b~ W DR

N R R R R R R R R R R
© © ® N O O~ W NP O

Entplasten mit MEA (2-Methoxyethyl-Acetat) ............ 3 x 30 Minuten
absteigende Alkoholreihe..........cccccceeeiiiiiiiei je 2 Minuten
destillierteS WasSer.......coooveeviiiieeiiiiiieee e eintauchen
Alcianblau ...........iiiiiii s 10 Minuten
mit Leitungswasser spllen..........ccccceeeeeeieeevveeiiiiennnn. 5 Minuten
100% Ethylalkohol ...........cccooiiiiiiiiiee e, 1 Stunde
mit Leitungswasser spllen ...........ccccoeeeviiiiiiiiiiiiiinnnn. 10 Minuten
destillierteS WasSer.......coooveeviiiieeiiiiiieee e eintauchen
Weigert's Eisenhamatoxylin..........ccccccccveeiiieieeeeveennnnns 10 Minuten

. destilliertesS WasSer ... eintauchen

. mit Leitungswasser Spulen............cooeeviiiiineeiieeeeeinnnns 15 Minuten

. Brilliant Crocein-Saurefuchsin..........cccccceeviiiiiiiiiiiinnns 15 Minuten

. 0,5% ESSIgSAUIE......coeviieeiiiiee e e e e e kurz spilen

. 5% Phosphorwolframsaure..........ccccccccceeeieeeeeeeveennnnnns 20 Minuten

. 0,5% ESSIgSAUIE .....ccoiiiiiiiiiie e 2 Minuten bewegen

. 100% Ethylalkohol .............coiiiiiiii s 3 x 5 Minuten

. Saffron du GatinaiS .........oooeveiiiiiii, 1 Stunde

. 100% Ethylalkohol .............ccooiiiiiiiiicie e 3 x spullen
90-100% XYIOI ...coeeieiiiiiieee e 2 x 5 Minuten

. Eindecken mit Eukitt (Vitro-Clud®)
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Farbeldsungen:
- Alcianblau: 1% Alcianblau (8GS Chroma 1A288), 1ml Eisessig, 100ml| H,O

- Weigert's Eisenhdmatoxylin L6sungen A+B (Chroma A:2E032, B:2E052)
- Brillant Crocein-Séaurefuchsin:
0 Loésung A: 0,1g Birllant Crocein R (Chroma 1B109) in 99,5ml a.d. + 0,5ml Eisessig
0 Losung B: 0,1g Saurefuchsin (Chroma 1B525) in 99,5ml a.d. + 0,5ml Eisessig
0 Gebrauchsldsung: 4 Teile A mit einem Teil B
- 5% Phosphorwolframsaure: (PWS): 5g PWS in 100ml a.d. I6sen (Chroma 3D092)
- Saffron du Gatinais: 6g Saffron du Géatinais (Chroma 5A394) in 100ml 100% EtOH lésen (Vor
Gebrauch in luftdicht verschlossener Flasche fur 48h bei 50°C im Brutschrank extrahieren, nur

unter Luftabschluss haltbar)

Nach der Farbung wurden die Schnitte mit dem Lichtmikroskop auf Féarbefehler
untersucht. Hierbei war zu beurteilen, ob die Schnitte flr die weitere Auswertung
verwendet werden konnten. Bei der korrekten Movat-Pentachrom Féarbung erscheint
mineralisiertes Gewebe und Kollagen leuchtend gelb, Knorpel blau-grin, Osteoid

dunkelrot und Knochenmark rot bis lila. Die Zellkerne erscheinen blauschwarz.

3.3.2 Auswertung der histologischen Schnitte

Bei der Auswertung der histologischen Schnitte musste zunachst eine Region of
Interest (ROI) festgelegt werden. Da es sich bei der Studie um Untersuchungen der
Frakturheilungen am Femur handelt, wurde eine ROI, die distale Metaphyse des
Femurs, bestimmt. Die ROI wurde wie folgt definiert: Es wurde der proximal
gelegene Bereich der Wachstumsfuge aufgesucht. Von hier wurde im Abstand von
0,25mm von der Wachstumsfuge eine Senkrechte zur Kortikalis gezogen. Danach
wurde weiter proximal der Ubergang Diaphyse/Metaphyse bestimmt. Die Festlegung
dieses Punktes erfolgte, indem ein Bereich aufgesucht wurde, in dem keine
trabekularen Strukturen mehr zu sehen waren, wie es in der Metaphyse der Fall ist.
Auch hier wurde eine Linie senkrecht zur Kortikalis gezogen. Die beiden Linien
wurden an den Kortikalisgrenzen miteinander verbunden, sodass ein Rechteck
entstand. Wurde dabei ein Bereich der Kortikalis eingeschlossen, so wurde der
Kortikalisanteil in der spateren Auswertung abgezogen. So ergab sich ein in der

Metaphyse gelegenes Rechteck (Abb. 3).
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Verbindungslinien Ubergang

Meta-/Diaphyse

b

0,25mm von der Wachstumsfuge
entfernte Senkrechte zur Kortikalis

Abbildung 3: Region of Interest (ROI) in der distalen Metaphyse

3.3.3 Histomorphometrische Auswertung

Die histomorphometrische Auswertung erfolgte mit der Analyse-Software der Firma
AxioVision Rel. 4.7.2 (Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH, 2005). Das Computer-
programm ist in der Lage, nachdem die Schnitte in 40-facher VergrofRerung
aufgenommen wurden (Mikroskop: Leica DMRB und dem Kamerakit: AxioCam MRc,
Zeiss), jeden einzelnen Pixel anhand der Farbe zu unterscheiden. Das
Computerprogramm wurde dabei so modifiziert, dass es fur die verwendete Farbung
und den zu ermittelnden Parameter die Strukturen sequenzieren konnte. Hierbei
kann das Programm die Knochenanteile von dem Markraum unterscheiden. Anhand
der spezifischen gelben Farbe lasst sich so Knochen von den restlichen Strukturen
segmentieren (Abb. 5). Anhand der Form und Grol3e ist es auch moglich, Aussagen
Uber die Struktur und Anzahl der Knochentrabekel zu treffen. Es wurden histologisch
folgende Parameter erhoben: Totale Flache (TA), Knochenflache (BA),
Knochenanteil (BA/TA [%]), und Trabekelanzahl (alle Parameter wurden auf die
Flache der ROI normalisiert). Dazu wurde die Trabekeldicke mit Hilfe einer Formel
bestimmt:

2 x TA [mm?]

Trabekelumfang [mm]

Trabekeldicke [mm] =

Abbildung 4: Formel zur Bestimmung der Trabekeldicke
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Unter der Annahme, dass es sich bei den Trabekeln um dinne Plattchen handelt,

kann mit der Formel die durchschnittiche Dicke eines Trabekels beschrieben

werden®.

- G 3 A

Abbildung 5: Segmentieren der histologischen Strukturen in der Region of Interest, links die Nativaufnahme

3.4 Frakturmodell
Es kam das Frakturmodell nach Kakar et al. zur Anwendung®®. Nach dem Einbringen
eines Marknagels in das linke Femur wurde eine 3-Punkt-Biege-Fraktur mittels einer

eigens dafur konstruierten Frakturmaschine gesetzt:

Abbildung 6: Frakturmaschine

Die Operation an sich erfolgte unter einer Isofluran/O,-Narkose (Konzentrationen
3%) und gleichzeitiger Analgesie mit Temgesic® (Buprenorphin 1mg/kg
Korpergewicht), welches subkutan injiziert wurde. Nach Gewichtskontrolle wurde die
Operation durchgefuhrt.
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3.4.1 Detaillierte Operationsbeschreibung und Totung

Nachdem die Maus sich in tiefer Narkose befand, erfolgte die Analgesie. Das linke

Knie wurde mit einem Einwegrasierer von Fell befreit.

Abbildung 7: Rasieren und Desinfizieren des Operationsgebietes (links) und Erdffnen des Kniegelenks (rechts)

AnschlieBend wurde die Patella lateralisiert und das distale Ende des Femurs
freigelegt. Danach wurde das Femur mit einer Kanile (1,20 x 40mm) vorgebohrt.
Nun wurde der Marknagel eingefiihrt, wobei es sich um eine Spinalkantle mit den
MaRen 0,72 x 0,90mm handelte (Abb.8). Der Uberstand wurde mit einer Zange auf
Hohe der Femurkondylen abgeschnitten.

Abbildung 8: Anstechen des Femurs (links) und Einbringen des intramedullaren Pins (rechts)

Die Wunde wurde anschlieBend mit einer Einzelknopfnaht (nicht resorbierbares
Nahtmaterial, 3.0 Metric) versorgt. Nachem der Knochen auf diese Art stabilisiert
war, wurde das Femur mittig in der Frakturmaschine platziert. Mit der
Frakturmaschine wurde kontinuierlich Druck auf den Mittelpunkt des Femurs mit

einem Schraubstockmechanismus ausgetbt, bis der Operateur das Brechen des
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Knochens bemerkte (Abb. 9). Um zu gewdhrleisten, dass der Marknagel die Fraktur

stabilisierte, wurden RoOntgenkontrollen angefertigt (Rontgenfilm: Kodak DF58,
3x4cm).

Abbildung 9: Vernahen der Wunde (links) und setzen der 3-Punkt-Biege-Fraktur (rechts)

Die Toétung erfolgte nach dem oben beschriebenen Messzeitpunkt, nachdem die
Fraktur teilweise verheilt war. Hierbei wurde die narkotisierte Maus solange in dem
luftdichten Kafig mit CO,-Einleitung gehalten, bis sichtbar die Atmung aussetzte.
Dann wurde palpatorisch der Herzstillstand kontrolliert und der Tod der Maus
festgestellt. Im Anschluss wurden erneut Rontgenbilder angefertigt und das
Kdrpergewicht notiert. Nun wurde sorgsam mit einem Skalpell und einer scharfen
Schere das Femur in Huft- und Kniegelenk exartikuliert. Der Oberschenkelknochen
wurde vorsichtig von Muskelresten und Bandern befreit und der intramedullare
Marknagel mit einer spitzen Zange gezogen. Hierbei wurde &uf3erst sorgsam mit
dem Knochen umgegangen, um ihn nicht zu beschadigen. Der Knochen wurde dann
mit 0,9% NaCl-Lésung befeuchtet, nachdem er in etwas Zellstoff eingewickelt
worden war. AnschlieRend wurde er in einem verschlieBbaren Eppendorf-Réhrchen
gelagert. Dieses wurde dann bis zur nachsten Testung in einem -20°C kalten
Kihlraum tiefgefroren. Vor der Testung wurde der Knochen eine Stunde lang
aufgetaut, bevor er mit dem PCT untersucht wurde. Danach wurde er erneut
eingefroren, bevor dann die biomechanische Testung erfolgte und das Femur hierftr

erneut eine Stunde vorher aufgetaut werden musste.
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3.5 Mikro-Computertomograph

3.5.1 Evaluation der Knochen

Die Untersuchungen mit dem uCT erfolgten mit dem pCT der Firma Scanco Medical

AG (8303 Bassersdorf, Schweiz). Die Analysen wurden mit einer Schichtdicke von

Interest

) l

Abbildung 10: Bestimmung
der Region of Interest (ROI)
anhand eines Scout-Views
bei

Knochen

einem  frakturierten

N
" Region of
- Interest

Abbildung 11: Bestimmung
der Region of Interest (ROI)
anhand eines Scout-Views
bei einem kontralateralen

Knochen

10,5um und einer Spannung von 70kV und einer Stromstéarke
Die und 3D-

Rekonstruktion erfolgte mit der Software der zugehdrigen

vom 114mA durchgefihrt. Evaluation

Linux-basierten Software der Firma Scanco. Das Femur wurde
dabei in einer Plastikpipette fixiert, welche wiederum in einem
Plastikreagenzglas mit Drehverschluss platziert wurde. Damit
der Knochen nicht austrocknete, wurde das Gefal3 mit 0,9%
NaCl-Losung gefullt. Hierbei musste sehr genau darauf
geachtet werden, dass sich keine Luftblasen in dem Gefal3
bildeten, da dies sonst zu Artefakten im pCT-Bild geflihrt hatte.
Nachdem die Knochen korrekt im uCT platziert waren, wurde
zundchst ein  Scout-View angefertigt. Dies ist ein
Ubersichtsrongtenbild, welches dazu diente, die ROl des
jeweiligen  Knochens zu  definieren, welche dann
hochauflosend gescannt werden konnten. Als ROl wurde
Es

Rontgenbildes die Mitte des Kallus aufgesucht. Hier wurde ein

hierbei folgendes definiert: wurde anhand des
Bereich gewahlt, der mindestens 630 Schnitte umfasst und
den Kallus komplett einschlie3t. Dabei wurde grof3zuigig auch
das obere und untere Ende des Kallus mit ausgewahlt
(Abb.10).

Nachdem die 2D-Transversalschnitte vorlagen, wurde auf den
einzelnen Slices ein Bereich gesucht, in dem sicher kein Kallus

mehr zu erkennen war. Ab diesem Bereich wurde dann die

Evaluation des Kallus begonnen. Somit schlief3t die ROl den gesamten Kallus ein

und es wurden alle Bereiche des Kallus in der strukturellen Analyse bertcksichtigt.
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Bei der Evaluierung der Knochen lag ein besonderes
Augenmerk auf der ausschliel3lichen Erfassung des Kallus.
Aus diesem Grund musste der Knochen konturiert werden.
Hierbei war es wichtig, den Knochen zunachst komplett zu
umranden. Dies wurde bei allen Schnitten, die in die
Auswertung mit einbezogen wurden, realisiert. Einerseits
wurde manuell ein Kreis gegen den Uhrzeigersinn
gezeichnet, andererseits konnten auch die ,lterate* und
.-Morph* Funktion des pCT genutzt werden. Es handelt sich
dabei um Konturierungsalgorhythmen des pCT-Programms,

die das Konturieren der Knochen erheblich erleichtern.

Jedes dadurch entstandene Bild musste jedoch zusatzlich

Abbildung 12: Einzeichnen
der auBeren und inneren Sorgfaltig kontrolliert werden. Anschliel3end wurde ein Kreis

Kalluskontur

im Uhrzeigersinn um die innere Grenze Kallus/Kortex
gezeichnet. Fusionierte man nun beide Konturen miteinander, so liel3 sich der
perikortikale Kallus evaluieren (Abb.12). Schwierig gestaltete sich dies allerdings im
Frakturspalt, da hier stets mehrere Bruchfragmente vorhanden sind. Diese mussten,
da sie zur Kortikalis gehodren, ausgeschlossen werden, da nur der Kallus evaluiert
werden sollte.
Bei den unfrakturierten Knochen wurde ein 200-210 Slices breiter Bereich in der
Mitte der Diaphyse gewahlt (Abb.11). Hier wurde ausschlief3lich der Kortex evaluiert
nach dem gleichen Prinzip wie die frakturierten Knochen. Fir die Evaluation wurde
ein Grenzwert/Threshold von 190 Einheiten bestimmt (auf einer Skala 0-1000, wobei
0 fur den dunkelsten Punkt steht, z.B Luft, und 1000 fur den hellsten Punkt, z.B.
Blei). In Vorversuchen wurden die 190 Einheiten ermittelt. Eine genaue Erklarung
findet sich weiter unten. Per Definition gilt dann alles unter 190 Einheiten als
Weichgewebe, alles tber 190 wird dem Knochen zugerechnet. Die Parameter, die in
den Analysen erhoben wurden, sind:

- Knochenvolumen, BV [mm?]

- totales Kallusvolumen, TV [mm?]

- Knochenvolumen geteilt durch totales Kallusvolumen, BV/TV [%)]

- mittlere Kallusdichte, TMD [mgHA/cm?]

- mittlere Knochendichte, BMD [mgHA/cm?]

Bei den unfrakturierten Knochen wurden folgende Werte bestimmt:
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- Gesamtdichte des Kortex, TMD [mgHA/cm?]

- mittlere Knochendichte, BMD [mgHA/cm?]
Der Unterschied zwischen den Werten BMD und TMD erklart sich durch den
gewahlten Threshold. Die TMD beschreibt die mittlere Dichte des Knochens mit allen
Dichtewerten zwischen 0 und 1000, die BMD die mittlere Dichte zwischen 190 und
1000.
Zusatzlich lieBen sich mittels des uCT 3D-Bilder des Kallus anfertigen, welche zwar
keine statistischen Ergebnisse lieferten, aber dafiir eine optische Begutachtung des

Kallus und Aussagen Uber den Reifegrad des Kallus ermdglichten.

3.5.2 Bestimmung des Threshholds

Bei der Bestimmung des Thresholds wurden im Vorfeld die Diaphysen von 8
unfrakturierten RAG-1"- und 8 WT-Knochen gescannt, um zu ermitteln, wie sich
ihre Rontgendichten im pCT verhalten. Dies war nétig um die Grenze zwischen der
Bezeichnung der Bildpunkte als Knochen und der Zurechnung zum Weichgewebe zu
ziehen. Aus diesem Grund wurden im Zuge des Experiments 16 Diaphysen von
intakten Femora analysiert. Hierzu wurden Histogramme erstellt, welche die
Dichteverteilung von 0-1000 in der gescannten Probe darstellten. Von diesen 2x8
Histogrammen wurden die Werte gemittelt, so dass sich zwei Histogramme ergaben.
In diesen Histogrammen lassen sich 2 Maxima erkennen (Abb. 13), wobei das erste
Maximum bei einer Dichte von 95 liegt, das zweite Maximum bei einer Dichte von
415 (gerundete Werte). Das erste Maximum stellt dabei das gescannte
Weichgewebe dar, das zweite Maximum die Dichte, welche die Mehrheit des
diaphysalen Knochengewebes besitzt. Bei Analysen mit dem pCT ist es eine haufig
angewandte Methode, ab einem Grenzwert, der bei 45% der Dichte des intakten
kontralateralen kortikalen Knochens liegt, von Knochengewebe auszugehen®. In
diesem Fall ist die Berechnung somit: 415 x 0,45 = 186,75. Die Berechnung ist daher
fur beide Gruppen identisch. Aus diesem Grund wurde ein Threshold von 190
benutzt, um das Weichgewebe von mineralisiertem Knochen im Kallus zu
unterscheiden. Hier zeigte sich, dass sich die Knochen der beiden Gruppen in dieser
Voruntersuchung nicht phanotypisch unterschieden. Dies ermdéglicht eine gute

Vergleichbarkeit bei den spateren Untersuchungen der frakturierten Knochen.

28



3.Material und Methoden
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Abbildung 13: Dichteverteilungs-Histogramm von jeweils 8 kontralateralen Knochen zur Thresholdbestimmung
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3.6 Biomechanische Testung

Nachdem die Knochen fir circa eine Stunde aufgetaut wurden, wurden die
frakturierten Knochen und die kontralateralen intakten Femora in kleine Plastikttpfe
(Abb. 15) eingebettet. Davor wurden die Knochen von restlichem Kapselgewebe und
Muskeln mit einem scharfen Skalpell
befreit, gewogen und fotografiert
(Abb.14). AnschlieBend wurden die
Proben in eine biomechanische
Prifmaschine der Firma Bose (BOSE
Electroforce 3200 Test System)
eingespannt. Hierbei war es ndtig,
die Femora zunachst am proximalen

Ende mit einem Stativ zu fixieren und

Abbildung 14: links der kontralaterale, rechts der frakturierte das distale Ende in Polymethylacrylat
Knochen vor der biomechanischen Testung einzubetten. Die Knochen wurden
dabei mit einem Winkel lotrecht ausgerichtet. Das Polymethylacrylat bendétigt 10
Minuten zur Aushartung und erreicht dabei Temperaturen um 90°C. Deshalb ist es
von entscheidender Wichtigkeit, die Knochen vor dem Austrocknen zu schitzen.
Hierzu muissen die Knochen wahrend der gesamten Messung feucht gehalten
werden. Dies gelang, indem sie mit 0,9% NaClI-Losung bespriiht oder in feuchte
Gaze eingewickelt wurden. AnschlielRend wurden die Knochen um 180° gedreht, um
das proximale Ende ebenfalls einzubetten. Es wurde dabei sehr genau darauf
geachtet, dass die beiden Enden zu gleichen Teilen in dem Polymethylacrylat
eintauchten. Die Topfe, in denen das Polymethylacrylat aushartete, mussten vorher
mit PTFE-Paste eingefettet werden, damit das Plastik spéater wieder herausgelost
werden konnte.

Beim Anrihren des Kunststoffes wurde ein 2-Komponenten-System verwendet
(Technovit 3040 von Heraeus Kulzer). Zuerst wurde die flissige Phase in einen
Plastikbecher gegeben und anschlieend so viel von der festen Phase
hinzugegeben, bis der flissige Kunststoff fadenartig von einem Stab abtropfte. Es
musste dabei vermieden werden, dass die Masse beim Polymerisieren aufquillt und
den Kallus mdglicherweise benetzt. Aus diesem Grund musste eine maoglichst feste

Mischung gewahlt werden und der Einschluss von Luftblasen verhindert werden.
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Abbildung 15: Einbettung der Mauseknochen und eingebetteter Mauseknochen in der Haltevorrichtung

Der Abstand der beiden Plastiktopfe, in denen die Knochen eingebettet wurden,
konnte durch einen kleinen Metallbtigel an der Seite sichergestellt werden. Dieser
war in einer Kerbe an der Seite der Topfe eingelassen und mit jeweils 2 kleinen
Gewindeschrauben an den Topfen befestigt. Die Lange des Blgels betrug 45mm
und der Abstand zwischen den Topfen 6mm. Damit wurde exakt die Mitte eines
Méauseknochens der biomechanischen Testung unterzogen. Der gesamte Kallus lag
somit bei jeder Messung in der Mitte zwischen den beiden Kunststoffeinbettungen.
Die Rotationsachse des Knochens entsprach der Langsachse des Knochens. So
wurde der Knochen in die Testmaschine eingespannt. Nachdem alle Krafte an
beiden Enden der Probe manuell auf null justiert wurden, wurde der Metallblgel
entfernt und die Messung gestartet.

Der Knochen wurde kontinuierlich mit einer axialen Vorlast von 0,3 Newton belastet.
Nachdem diese Vorlast erreicht war, startete nach 30 Sekunden die eigentliche
Messung. Bei dieser Messung verdrehte sich das eine Ende des Knochens
kontinuierlich mit 0,5 Grad pro Sekunde. Die axiale Vorlast war notig, um die bei der
torsionalen Testung auftretenden Zugbelastungen, die aus der Verklrzung
resultieren, zu minimieren. Dabei wurden zu jedem Messzeitpunkt das
Torsionsmoment und der Winkelgrad erfasst. Es wurde alle 0,75 Sekunden ein
Messwert erhoben. Als Endpunkt jeder Messung wurde das maximal erreichte
Torsionsmoment definiert. Die Messung wurde abgebrochen, wenn ein deutlicher
Abfall im Torsionsmoment um mehr als die Hélfte zu sehen war. Gab es wahrend
einer Messung einen deutlichen Abfall im Torsionsmoment und anschliel3end wieder
einen Anstieg, so wurde die Messung nach dem ersten Abfall abgebrochen, wenn
das Torsionsmoment um 15% des Maximalwertes abfiel, da dann von einem Bruch
des Knochens ausgegangen werden musste. Die so gewonnenen Rohdaten wurden

in eine Excel-Tabelle (Microsoft®) importiert und dort weiter verarbeitet.
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Es wurden daraufhin die Parameter maximales Torsionsmoment, Torsionssteifigkeit
und die Versagensenergie ermittelt. Diese Werte wurden alle als relative Werte
bestimmt, um die individuellen Besonderheiten der Tiere mit einzubeziehen. Es
wurde stets auch eine biomechanische Messung der kontralateralen Seite vollzogen
und dieselben Parameter erhoben. Die erreichten Werte der frakturierten Knochen
wurden durch die Werte der unversehrten Seite geteilt und so normalisiert. Die
Steifigkeit gibt den Widerstand eines Materials gegen Verformung an. Stellt man die
Testung als einen Graphen dar, wobei das Torsionsmoment auf der Ordinate und die
dazugehorige Gradzahl auf der Abszisse dargestellt werden, so ist die Steifigkeit die
Steigung der Kurve. Die Versagensenergie ist die Flache unter der Kurve: Sie stellt
die Energie dar, welche der Knochen vor dem Torsionsbruch aufgenommen hat. Bei
der Berechnung der durch die Knochen absorbierten Versagensenergie wurde die
Vorspannung, welche vor Beginn der eigentlichen Messung durch die Knochen
aufgenommen wurde, nicht in die Berechnung einbezogen. Diese Energie ist bei
beiden Gruppen identisch und verglichen mit der Energie, die durch die
Torsionskrafte aufgenommen wird, verschwindend gering.

Das maximale Torsionsmoment hat die Einheit Nmm, die Steifigkeit Nmm/Grad und
die Versagensenergie wird dementsprechend in Milljoule angegeben. Die Steifigkeit
ergab sich aus der Steigung der an den Beginn der Kurve gelegten Graden. Die
Versagensenergie wurde mit Hilfe eines Summationsintegrals aller Messwerte

bestimmt:

Torsionsmoment [Nmm] - A®
180°%-w

Energie [mJ] = Z

Abbildung 16: Formel zur Bestimmung der Versagensenergie

Die Messwerte der frakturierten Seite wurden auch hier auf die gesunde Seite

bezogen und verglichen.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Datenverarbeitungsprogrammes
SPSS 18.0 fur Windows (SPSS Deutschland GmbH, Minchen, Deutschland). In
tabellarischer Form wurden sowohl der Median-, die Perzentilen als auch der p-Wert

angeben.
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Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden Boxplots benutzt. Ein Boxplot
besteht aus einer Box und ,2 Whisker* (Abb. 17). Der schwarze Strich in der Mitte
stellt den Median dar. Die untere Grenze der Box stellt das 25% Perzentil dar, die
obere Box das 75% Perzentil. Dies bedeutet, dass innerhalb der Boxen 50% der
mittleren Werte liegen. Die Whisker liegen tber bzw. unter den Boxen und sind
maximal so lang wie die 1,5-fache Boxenbreite. Das Ende der Whisker wird mit
Querstrichen markiert. Sie stellen den kleinsten bzw. gré3ten Wert dar, allerdings
ohne Ausreiler und Extremwerte. Ausreiler werden als Kreis dargestellt. Ein
Messwert wird als Ausreil3er betrachtet, wenn er mehr als die 1,5-fache Lange, und
weniger als die 3-fache Lange vom 25% bzw. 75% Perzentilpunkt entfernt liegt.
Extremwerte sind mehr als 3 Boxenlangen von der Begrenzung des Boxenkdrpers
entfernt und werden als Stern dargestellt.

Bei den Messwerten der frakturierten Knochen wurde nicht von einer
Normalverteilung ausgegangen. Es wurde mit einem Kolgmogorow-Smirnow eine
Normalverteilung ausgeschlossen. Die beiden Versuchsgruppen waren voneinander
unabhangig. Aus diesem Grund erfolgte der Vergleich der beiden Gruppen mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Tests. Hierbei handelt es sich um einen nichtparametrischen
Test, der 2 Stichproben miteinander vergleicht und keine Normalverteilung
voraussetzt. Das Signifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt und somit eine

Irrtumswahrscheinlichkeit mit oo = 0,05 angenommen.

<+—— Whisker

< 75 % Perzentil

_Median

v 50%

< 25 % Perzentil

50 %

<+—— Whisker

1 J

Abbildung 17: Boxplot
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4. Ergebnisse

4.1 Unfrakturierte Knochen

4.1.1 Histologische Ergebnisse

Zunachst wurde gepruft, ob es Unterschiede zwischen
den Phanotypen WT und RAG-1") gibt. Ein Unterschied
zwischen den beiden Phanotypen wirde die spatere
Diskussion der Ergebnisse malfigeblich beeinflussen.
Aus diesem Grund wurden die Vorversuche
durchgefiihrt. Ein wichtiger Parameter ist hier der
relative  Knochenanteil (BA/TA [%]), der mit
histologischen Methoden erhoben wurde. Ein hoher
Wert wurde fur eine stabile Knochenstruktur im Bereich
der Metaphyse sprechen und eine gute Mineralisierung
und Belastbarkeit des Knochens. Die Ergebnisse sind
tabellarisch dargestellt, wobei die wichtigen Parameter
zusatzlich als Boxplot verdeutlicht sind. Die drei
Parameter Totale Flache (TA), Knochenflache (BA) und

Abbildung 18: Bild eines 8 Wochen BA/TA sind hier abgebildet:

alten nativen RAG-17

Movat- Pentachrom Farbung

Tabelle 2: Gesamtflache, Knochenoberflache und relative Knochenoberflache innerhalb der Region of Interest

TA [mmZ] BA [mm?] BA/TA [%]

Perzentilen WT RAG-17  |wT RAG-177  |wT RAG-1"
25% Quiartil 1,28 1,32 0,12 0,20 9,07 11,22
50% Quartil (Median) 1,33 1,47 0,16 0,24 10,13 15,63
75% Quiartil 1,66 1,94 0,18 0,28 12,29 17,44

Vergleicht man diese drei Parameter miteinander, so ergibt sich ein p>0,05 (Mann-
Whitney-U-Test) flr unverbundene Stichproben) fir das TA und das BA/TA. Der p-

Wert fur die BA lag bei p=0,015. Dies ist jedoch ein absoluter Wert, ohne

Beriicksichtigung der ROI-Eigenschaften. Hier sieht man somit einen signifikant

erhohten Knochenanteil bei den RAG-1"-Knochen, die Werte des relativen

Knochenanteils

unterscheiden sich jedoch nicht signifikant voneinander. Auch
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weisen die RAG-1-Knochen eine erhéhte Streuung der Werte auf, wie an dem
Boxplot zu erkennen ist (Abb. 19).

!
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X
<

BA/TA [%]
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Abbildung 19: Anteil der Knochenoberflache innerhalb der Region of Interest der Metaphyse, p=0,105 (Mann-Whitney-
U-Test)

Betrachtet man nun die anderen strukturellen Parameter der Histologie, die relative
Trabekelanzahl und die Trabekeldicke, so zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede. Auch hier liegt erneut die RAG-17)-Gruppe mit den Werten tiber den
Werten der WT-Gruppe, auch hier fallt bei Ersteren eine hohere Streuung der Werte
auf. Es zeigt sich somit ein erhohter Anteil an Knochen in der RAG-1"-Gruppe,

auch wenn dieser nicht statistisch signifikant ist.

Tabelle 3: Ergebnisse der nativen Histologie

relative Trabekelanzahl (Trabekelanzahl/

Flacheninhalt der ROI) Trabekeldicke [um]
Perzentilen RAG-1"7  |wT RAG-1"" wWT
25% Quiartil 49,86 39,65 0,0159 0,0170
50% Quartil (Median) 81,76 43,27 0,0191 0,0173
75% Quartil 100,62 50,81 0,0220 0,0177
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Abbildung 20: Anzahl der Trabekel in der Region of Interest (Trabekelanzahl/Flacheninhalt der ROI), p=0,105 (Mann-
Whitney-U-Test)
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Abbildung 21: Trabekeldicke in der Region of Interest, p=0,328 (Mann-Whitney-U-Test)
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4.1.2 Biomechanische Testung der nativen Knochen
Die nativen Knochen der 8 Wochen alten Tiere zeigen folgende Ergebnisse in der

biomechanischen Testung:

Tabelle 4: Daten der biomechanische Testung der nativen Knochen

max. Torsionsmoment

[Nmm] Steifigkeit [Nmm/°] Versagensenergie [mJ]
Perzentilen RAG-1" WT RAG-177  |wT RAG-1" WT
25% Quartil 23,00 16,70 3,19 2,01 2,49 1,32
50% Quartil (Median) 23,90 19,85 3,62 2,86 2,70 1,86
75% Quartil 25,05 22,45 3,85 3,83 2,93 2,12

Vergleicht man die Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test, so zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den drei Parametern in beiden Gruppen. Der p-
Wert war stets groRer als 0,05. Auch erzielten die RAG-177-Knochen bei den Werten
in jeder Perzentile einen hoheren Wert als der Wildtyp. Beim maximalen
Torsionsmoment stellte sich beim Wildtyp eine grofRere Streuung der Werte dar,
ebenso bei den ermittelten Steifigkeiten und der vor dem Spiralbruch
aufgenommenen Energie.

Die Diagramme der Testungen werden hier exemplarisch gezeigt (Abb. 22 und 23).
In beiden Gruppen sieht man einen relativ linearen Anstieg der Kurven, bei dem
Wiltypen zeigen sich auch hier sehr inhomogene erreichte Winkelgrade, dies erklart
auch die gréfl3ere Bandbreite der Parameter wie oben beschrieben. Die dunkelblaue
Kurve (Wt_1N) zeigt den Kurvenverlauf, der am wenigsten linear erscheint. So zeigt
sich am Ende der Messung eine ,Delle” und anschliel3end bricht der Knochen. Ein
Messverlauf dieser Art stellt sich bei den RAG-177-Knochen nicht dar. Hier zeigte
sich stets ein sehr linearer Kurvenverlauf, wie sich an dem beiden Grafiken erkennen

|asst.
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Abbildung 22: Biomechanische Testung der nativen Wildtyp-Knochen
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4.1.3 uCT der nativen Knochen

Mit dem Mikro-CT wurden die Parameter mittlere Mineralisierung-Dichte des
Knochens (BMD) und die gesamte Dichte bestimmt (TMD). Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Auch hier war der p-Wert
stets grol3er als 0,05.
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Abbildung 24: Mittlere Mineralisierungdichte der nativen Diaphysen, p=0,07 (Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 25: Mittlere Knochenmineralisierungsdichte der nativen Diaphysen, p=0,69 (Mann-Whitney-U-Test)

Der Median der totalen Mineralisierungsdichte der RAG-1")-Gruppe lag dabei
1141,99 mgHAcm?3 und somit tber dem der WT-Gruppe. Die Streuung der Werte war
in beiden Gruppen ahnlich. Das Signifikanzniveau von 0,05 wird bei diesem
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Parameter jedoch knapp verfehlt. Mit einem Wert von p=0,07 kann hier von einem

statistischen Trend gesprochen werden. Somit lieBe sich mit einer grof3eren

GruppengroRe eventuell ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen messen.

Bei der knochernen Mineralisierungsdichte verhalten sich beide Gruppen sehr

ahnlich. Sowohl die Streuung und die Mediane liegen in beiden Gruppen in der

gleichen GrofRenordnung. Dies erklart auch den p-Wert von 0,69, der sich bei dem

Vergleich der beiden Gruppen ergibt.

Tabelle 5: Analyse der nativen Knochen im uCT

BMD [mgHA/cm?3]

TMD [mgHA/cm?3]

Perzentilen RAG-1"" [wr RAG-1"" WT

25% Quartil 927,37 935,83 1101,71 1078,63
50% Quartil (Median) 960,91 967,80 1141,99 1091,83
25% Quartil 979,21 995,85 1166,07 1106,10

4.2 Verlaufsparameter Gewicht

Das Korpergewicht der Tiere kann Tabelle 6 entnommen werden. Bei dem Verlauf

des Gewichts zeigt sich, dass alle Versuchsgruppen auch nach der Fraktur

zunehmen. Eine Ausnahme bildet die Gruppe der Mause vom Wildtyp an Tag 7, die

leicht abgenommen haben. Die Darstellung des Gewichts zeigt, dass sich die Tiere

trotz des invasiven Eingriffs weiter normal entwickelt haben.

Tabelle 6: Gewichte der Tiere wahrend des Experiments

Tiergewichte in Gramm

Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
WT Tagder | Median 26| 26,30 246| 24,90
Operation | \in-Max | 25,8-28,2| 25,9-30|23,6-27,6 | 23,6-25,7
Post- Median 25,40 26,95 26,75 28,05
Mortem | \jin-Max | 23,9-26,4 | 25,4-30,2 | 25,5-28,3 | 23,8-30,7
RAG-1 ™| Tag der | Median 24,8 24,8 24,95 25,05
Operation | \in-Max | 21,5-28,3|21,8-26,9| 22,4-26| 23-27,7
Post- Median 24,95 26,05 26,1 28,7
Mortem | \jin-Max | 22,1-26,9 | 22.6-27,4| 24-28,2| 26-30,7
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4.3 Radiologie

Rontgenbilder der Tiere zeigten sowohl nach der Operation als auch vor der Tétung
korrekt sitzende Marknagel. Der jeweilige Marknagel Uberbriickte den Frakturspalt
und die Tiere zeigten im Rontgenbild die zu erwartende Kallusbildung. Bei keinem
der Tiere waren im Rontgenbild Anzeichen von Osteolysen zu erkennen. Ab dem 14.
Tag nach dem Eingriff war eine Wolkenbildung im Bereich des Frakturspaltes als
Hinweis auf die beginnende Mineralisierung des Kallus sichtbar. Auf einigen
Rontgenbildern war zu erkennen, dass der Draht ein Stiick weit in das Kniegelenk
hinreichte. Dies schien die Tiere jedoch nicht zu beeintrachtigen und ist Bestandteil
der hier verwendeten Methode. Abbildung 26 zeigt den Heilungsverlauf der Mause

im Rontgenbild Gber den gesamten Verlauf:

RAG-1(1)

Abbildung 26: Rontgenergebnisse iber den gesamten Zeitverlauf
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4.4 Ergebnisse des pCTs

Auch mit dem puCT wurden Bilder erstellt, um den Heilungsverlauf betrachten zu

kdnnen. Es wurde dazu ein Verlauf in 3D erstellt:

WT RAG-1)

Abbildung 27: 3D-Bilder der frakturierten Knochen im zeitlicher Anordnung

Anhand der 3D-Bilder lasst sich die Heilung anschaulich nachverfolgen. Schon nach
14 Tagen ist sowohl bei der RAG-1")-Maus als auch bei dem Wildtyp eine partielle
Uberbriickung des Frakturspalts sichtbar. Nach 21 Tagen ist der Spalt dann
tiberbriickt, und es beginnt ein Remodelling des Kallus. An Tag 28 zeigt die RAG-1)
Maus sogar einen besser organisierten und kompakter wirkenden Knochen. Bei den
Bildern handelt es sich um Einzelaufnahmen, welche nur einen groben Uberblick
Uber die Heilungsverlaufe geben. Zunachst werden die beiden Parameter totales

Kallusvolumen (TV) und Knochenvolumen (BV) dargestellt:
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Abbildung 28: Totales Kallusvolumen, *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 29: Knéchernes Kallusvolumen, *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test)

Es zeigen sich hier keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, aul3er am 21.
Tag: Hier ist sowohl das totale Volumen als auch das Knochenvolumen im WT
signifikant hoher.

Im Verlauf ist in Bezug auf das Kallusvolumen in beiden Gruppen gleichermal3en
eine rasante Zunahme zwischen Tag 7 und Tag 14 auffallig, danach ist eine
Abnahme zu beobachten. Auch das Knochenvolumen nimmt zur gleichen Zeit
deutlich zu und stagniert anschlieend auf ungefahr der gleichen Ebene. Der WT

verhalt sich hier anders und zeigt zwischen Tag 14 und 21 eine weitere Zunahme,
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um dann an Tag 28 ein niedrigeres Knochenvolumen zu prasentieren. Letzteres lasst
sich durch ein Kallusremodelling erklaren. Das Knochenvolumen bezogen auf das

Gesamtkallusvolumen (BV/TV) sieht wie folgt aus:
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Abbildung 30: Kndchernes Kallusvolumen geteilt durch totales Kallusvolumen, *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test)

Hier ist gut zu sehen, wie sich das Verhéltnis von Knochen und Gesamtvolumen
zwischen Tag 7 und 14 zuné&chst verringert, da der Frakturspalt zunachst mit Knorpel
und Bindegewebe Uberbrickt wird. Danach nimmt die Mineralisierung zu. Dies ist
beim RAG-1"-Tier starker der Fall als im Wildtyp. Danach verhalten sich die
Gruppen grundsatzlich unterschiedlich. Wahrend der Knochenanteil in der RAG-1-
Gruppe weiter zunimmt, fallt der Knochenanteil im WT zwischen Tag 21 und 28
deutlich ab. Dies zeigt, dass sich das Remodelling in den beiden Gruppen
unterschiedlich gestaltet. Dieser Eindruck wird dadurch unterstrichen, dass an Tag
28 der Knochenanteil im RAG-1¢" signifikant hoher ist als beim Wildtyp. An den
anderen Messzeitpunkten liegt kein signifikanter Unterschied vor.

Zwei weitere Parameter sind auch hier die Werte BMD und TMD. Bei der totalen
Dichte des Kallus (TMD) =zeigt sich (Uber die gesamte Messung hin ein
kontinuierlicher Anstieg. Hierbei gibt es keinen Unterschied zwischen den Gruppen,
nur die Standardabweichung der Wildtyp-Gruppe ist gré3er. An Tag 7 gibt es
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Der p-
Wert liegt hier bei p=0,083, womit statistisch von einem Trend gesprochen werden

kann. Wahrscheinlich ware mit einer umfangreicheren Gruppengrof3e ein
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Unterschied festzustellen. Somit zeigt sich eine leicht erhdhte Dichte in der Gruppe
der RAG-1)-Tiere:
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Abbildung 31: Mittlere Mineralisierungsdichte
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Abbildung 32: Mineralisierungsdichte des kndchernen Kallus, *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test)

Betrachtet man die Knochendichte Uber den gesamten Verlauf, so ergibt sich ein
ahnliches Bild wie bei dem Parameter BV/TV, was daran liegt, dass eine hohe
mittlere Dichte des mineralisierten Gewebes fur einen hohen Knochenanteil im

Kallusvolumen spricht. Auch hier zeigt sich an Tag 28 in der RAG-1""-Gruppe eine
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signifikant héhere Knochendichte. An Tag 7 ist die mittlere Mineralisierungsdichte der

RAG-1"-Gruppe ebenfalls signifikant héher. Die folgende Tabelle zeigt alle Daten

der Auswertung mit dem pCT im Uberlick:

Tabelle 7: Ergebnisse des uCT (Signifikante Werte sind rot markiert, gelbe Werte weisen ein p < 0,1 auf)

Tage Perzen- | TV [mm?3] BV [mm3] BVITV [%)] TMD [mgHA/cm3] BMD [mgHAcm3]
tilen RAG-1"7 [ WT [ RAG-1"? [ WT | RAG-1"" WT | RAG-177 [ WT RAG-17 | wT

7 25% 6,26 7,16 2,01 2,54 32,79 30,98 664,41 658,04 343,21 308,92
Quartil
50% 7,58 9,32 2,54 3,06 34,36 32,53 682,08 661,80 361,45 321,62
Quartil
75% 8,78 10,30 3,34 3,16 35,34 34,61 690,14 668,00 378,72 344,83
Quartil
p-Wert 0,20 0,33 0,28 0,08 0,02

14 25% 34,85 27,62 6,91 7,06 19,56 19,42 | 756,54 761,09 259,97 259,32
Quartil
50% 39,63 37,01 8,78 9,70 21,46 25,25 | 777,42 789,61 265,36 298,54
Quartil
75% 52,78 40,15 10,86 10,80 25,02 32,02 | 791,01 836,04 290,55 340,28
Quartil
p-Wert 0,29 0,98 0,29 0,27 0,19

21 25% 15,69 25,23 5,89 9,70 27,73 30,49 | 865,80 857,49 284,92 335,63
Quartil
50% 21,02 36,45 6,65 10,49 38,31 35,00 | 893,45 903,13 376,46 365,52
Quartil
75% 33,24 46,14 10,38 14,69 43,87 38,93 | 911,83 943,27 435,45 405,74
Quartil
p-Wert 0,01 0,52 0,85 0,88

28 25% 14,93 16,42 6,44 4,96 32,95 27,76 | 931,42 943,09 338,50 310,89
Quartil
50% 22,28 22,77 8,01 6,77 41,08 29,86 | 946,40 952,29 416,89 321,20
Quartil
75% 28,20 35,70 9,77 10,33 44,27 34,53 | 955,97 958,39 453,41 356,48
Quartil
p-Wert 0,57 0,57 0,02 0,38
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4.5 Ergebnisse der biomechanischen Testung

Wie bereits beschrieben, wurde wahrend der Testung ein Spiralbruch erzeugt, der
eine erneute Fraktur in dem Kallus herbei fuhrte (Abb.32). Dabei wurden die drei
Parameter Torsionsmoment, Steifigkeit und Versagensenergie bestimmt. Diese

Werte wurden mit den Ergebnissen der kontralateralen Seite normalisiert.

Abbildung 33: Erzeugung eines Torsionsbruchs durch den Kallus

Die Testungen der frakturierten Knochen zeigten einen Verlauf, der nicht so linear
war, wie der der kontralateralen Seite. Dies erschwerte die Bestimmung der
Steifigkeit. Hier sollen exemplarisch die Kurven der frakturierten Knochen 28 Tage

nach der Operation dargestellt werden:
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Abbildung 34: Biomechanische Testung der frakturierten Wildtypknochen 28 Tage post-OP
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Abbildung 35: Biomechanische Testung der Rag—l("')—Knochen 28 Tage post-OP

Anhand der Messkurven ist zu erkennen, dass die RAG-17)-Gruppe eher ein
hdheres Torsionsmoment erzielt als die WT Gruppe. Auch die Kurven weisen einen
steileren Anstieg auf, was fur eine hohere Steifigkeit sprechen wirde. Nach der
Normalisierung der Werte durch die intakte Gegenseite kommt man zu folgenden

Ergebnissen:

* * Ty
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Abbildung 36: Relatives maximales Torsionsmoment, *p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 37: Relative Torsionssteifigkeit
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Hier zeigen sich interessanterweise keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den

Steifigkeiten der beiden Untersuchungsgruppen. Die RAG-1")-Gruppe weist jedoch

14 und 21 Tage nach Fraktur ein signifikant héheres Torsionsmoment auf.

Zum

Zeitpunkt von 28 Tagen gibt es dahingehend keinen Unterschied zwischen den

beiden Gruppen. In Bezug auf die Energie, die notig war, um ein Versagen der

Knochen herbeizufihren, sind keine Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar.

Die Ergebnisse sind in tabellarischer Form dargestellt:

Tabelle 8: Ergebnisse der biomechanischen Testung

maximales Torsionsmoment [%]

Torsionssteifigkeit [%6]

Versagensenergie [%]

Tage Perzentilen RAG-17") WT RAG-17) WT RAG-17") WT

14 250 Quarti 69,15 50,41 38,81 33,31 66.64 55,52

50% Quartil 12,14 99,95 87,60 46,66 91,02 94,32

75% Quartil 83,55 62,99 149,78 5798 | 14455 144,23
o-Wert 0,01 0,20 0,88

21 250 Quarti 95,34 77,17 76,26 110,53 92.20 88.10

50% Quartil 104,63 87,14 207,41 | 121,15 [ 13501 125,72

75% Quarti 121,78 88,45 27875 | 167,90 | 14063 164,27
p-Wert 0,01 0,23 0,72

28 250 Quarti 102,20 105,99 143,13 | 136,55 94.09 7034

50% Quartil 116,82 108,83 191,61 | 21508 | 19304 70 44

75% Quartil 137,63 132,52 208,72 | 36584 | 13003 104.76
0,65 0,23 0,16

p-Wert

49




5. Diskussion

5. Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methoden

5.1.1 Tiermodell

Will man die Frakturheilung optimieren und regenerative Prozesse des Knochens
nachvollziehen, lassen sich nur wenige Fragestellungen allein durch klinische
Untersuchungen lésen. Fir die Hypothese dieser Arbeit mussen vergleichbare
Bedingungen zwischen den Gruppen herrschen. Es ist deshalb ndétig, aulRere
Storfaktoren auszuschalten, da das Fehlen von immunkompetenten Lymphozyten
den einzigen Unterschied zwischen den beiden Gruppen darstellen soll.
Beobachtungen bei Menschen mit Immuninsuffizienz waren nie miteinander
hinsichtlich dieser Fragestellung vergleichbar. Es ist bereits bekannt, dass sich bei
Menschen mit einer Immunsuppression durch HIV-Infektion und einer verminderten
T-Helfer-Zell-zahl die Frakturheilung ebenfalls verzégert®. Dies ist allerdings auch
durch die retrovirale Therapie bedingt, welche ebenfalls mit einer erniedrigten
Mineralisierungsdichte des Knochens einhergeht®*®®. Aus diesem Grund ist es nétig,
die Frakturheilung bei Immuninsuffizienz auf ein Tiermodell zu tUbertragen.

Das Problem bei einer tierexperimentellen Studie ist jedoch, inwiefern die gewonnen
Erkenntnisse sich tatsachlich auf den Menschen Ubertragen lassen. Die Maus als
Versuchstier weist eine nahezu kritische Grol3e in Bezug auf die muskoloskeletale
Anatomie auf. Das chirurgische Vorgehen ist anspruchsvoll. Dennoch wird sie haufig
als Versuchstier eingesetzt. Das erste Modell zur Frakturheilung wurde 1992
etabliert™.

Der Vorteil der Maus gegentuber anderen kleinen Versuchtieren, wie z.B. Ratten, ist,
dass zahlreiche Knock-Out Stadmme existieren, mit denen sich biologische
Moglichkeiten ergeben, die mit groReren Saugetieren nicht moglich waren®”. Es
existiert keine andere Tierspezies mit Knock-Out Stdmmen, in denen keine reifen
Lymphozyten existieren.

Ein weiterer Vorteil der Maus ist die gunstige Anschaffung, Haltung und die einfache
Handhabung der Versuchstiere. Auch lassen sich Ergebnisse in kirzerer Zeit
messen, da die Heilungsverlaufe im Vergleich zum Menschen beschleunigt ablaufen.

Die sogenannten Standzeiten sind deutlich kirzer.
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Ein entscheidender Nachteil der Maus ist jedoch, dass sich Mauseknochen
histologisch von Menschenknochen unterscheiden. Der Mauseknochen besitzt kein
Haverssystem und es treten nur Primarosteone auf®®. Der Grund hierfir ist
vermutlich, dass bei der kurzen Lebensspanne der Maus Osteone nicht ersetzt
werden und dass es bei der Maus nicht die Notwendigkeit eines intensiven
Mineralaustausches mit dem Skelett gibt™.

Ein weiterer Nachteil bei dem Vergleich eines Wildtypen mit einem,
smmunologischem Knock-Out-Modell* ist, dass ein KO-Stamm immer ein stark
verandertes Immunsystem besitzt, welches sich bei der Entwicklung der Tiere an
diesen Umstand anpasst. Dies erschwert den Transfer der gewonnenen
Erkenntnisse auf den Menschen.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse kdonnen somit nicht uneingeschrankt auf den
Menschen (bertragen werden. Die Arbeit steht am Beginn eines sich neu
entwickelnden Forschungsfeldes und dient somit der Grundlagenforschung. Dies
rechtfertigt die Verwendung der Maus als Versuchstier. Die Grundzige der
Frakturheilung zwischen Mensch und Maus sind jedoch sehr &hnlich. So ergeben
sich durch diese Arbeit Ruckschlisse auf die Frakturheilung beim Menschen unter

Immunsuppression.

5.1.2 Histologische Auswertung

Es wurden reprasentative Schnitte durch den Knochen in transversaler Ebene
erstellt. Ein Kritikpunkt bei dem Vergleich der beiden Gruppen ist jedoch, dass nur
jeweils ein Schnitt pro Knochen in die Auswertung einging. Es wurde bei der
Herstellung der Schnitte versucht, die Mitte des jeweiligen Knochens zu treffen, um
damit vergleichbare Verhaltnisse zu schaffen. Dies konnte bei den Versuchen
realisiert werden. Aul3erdem wurden auch Schnitte anderer Ebenen mikroskopisch
betrachtet, um strukturelle Besonderheiten der Knochen nicht zu Ubersehen und
letztlich vergleichbare Schnitte zu haben.

Die gewéhlte Methodik zur Bestimmung der Region of Interest wurde eigens fir den
Vergleich der beiden Gruppen entwickelt. Es stellt sich die Frage, ob die gewahlte
Methodik Uberhaupt in der Lage war, Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu
messen. Es musste fur die Analyse der Knochen ein Mittel gefunden werden, bei den
Schnitten eine vergleichbare Region of Interest zu definieren. Dies war

problematisch, da sich nicht alle proximalen Metaphysen in den gleichen
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GroéfRenordnungen und Dimensionen darstellten. Der Grund hierfir war, dass nicht
alle Knochen in exakt der gleichen Ebene mit dem Mikrotom getroffen werden
konnten, auch besal} jeder Knochen individuelle Besonderheiten. Jedoch wurden die
ermittelten Werte immer durch die Grof3e der vorliegenden ROI normalisiert, was
diesen Effekt ausglich. Da jedoch nicht alle Bereiche der Metaphyse die gleichen
Trabekeleigenschaften besitzen, stellt dies jedoch eine mdgliche Fehlerquelle dar
und ist ein Kritikpunkt an der verwendeten Methode.

Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass fur die Untersuchung ausschlie3lich die Femora
benutzt wurden, bei Betrachtungen von nativen Knochenstrukturen werden jedoch
haufig Wirbelkérper auf ihre Spongiosaarchitektur untersucht'®. Dies wurde in dieser
Studie nicht durchgefuhrt, da eine Fraktur des Femurs gesetzt wurde und gerade
dieser Knochen Gegenstand der Betrachtung war. Es war bereits aus einer anderen
Quelle der Umstand bekannt, dass sich die beiden Mausestamme nicht
unterscheiden und die Untersuchung der Femora diente auRerdem der Uberpriifung,
ob die explizit hier vorliegenden Knochen keinen Unterschied aufwiesen 3.

Die eigentliche histologische Auswertung erfolgte histomorphometrisch. Dies
erleichtert und objektiviert die Aussage Uber Unterschiede zwischen Knochen-
strukturen'®. So konnte anhand der Farbunterschiede und der geometrischen
Strukturen eine objektive Aussage zu den einzelnen Metaphysenbereichen getroffen
werden. Damit wurde ein neues effektives Analysesystem geschaffen, um die

Metaphysen der Mausephanotypen zu vergleichen.

5.1.3 Frakturmodell und biomechanische Testung

Es existieren vielerlei Frakturmodelle, die Frakturen an Mausen applizieren. Dabei
wird entweder das Femur, Rippen oder die Tibia verwendet®®°%'%, Rippenfrakturen
an Mausen konnen nicht dazu eingesetzt werden, biomechanische Tests
durchzufiihren. Jedoch lassen sich mit diesen Modellen Genexpressionen
messen'®*!% Die wichtigste Funktion des Knochens ist seine Stabilitat. Die erlangte
Stabilitat nach einer Heilung sollte deshalb immer Teil eines Frakturmodells sein.

Mit den tibialen Frakturmodellen lassen sich mechanische Tests durchfiihren. Hierbei

werden vor allem 4-Punkt-Biege-Tests beschrieben®,

Diese Tests bergen eine
gewisse Fehlerquelle, da ein Knochen bendétigt wird, der eine ausreichende Lange
besitzt, um Messfehler zu minimieren'®. 3-Punkt-Biege-Testungen sind fiir

Heilungsverlaufe grundsatzlich ungeeignet, weil auf das Frakturzentrum eine zu
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groRRe Last wirkt*2. Die Tibia weist keine gerade Form auf, und die Fibula stellt eine
StorgroRe bei Rotationstests dar. Aus diesem Grund ist das Femur besser fir
Torsionstests geeignet, da es sich hierbei um einen langen und geraden Knochen
handelt. Daher wurde in dieser Studie die vielfach eingesetzte Frakturmethode nach
Kakar et al. mit einer 3-Punkt-Biege-Fraktur und einem anschliel3enden Torsionstest
verwendet®.

Ein berechtigter Kritikpunkt einer Biegefraktur ist, dass die Streuung der Daten relativ
grof3 werden kann. Im Gegensatz zu einem Osteotomiemodell sind hier die Art der
Fraktur, z.B. die Anzahl der Fragmente, und die GroRRe der Dislokation, sehr

variabel'®?

. Wahrend der Operationen wurde versucht, diese Variablen gering zu
halten. Selbstverstandlich sind auch beide Versuchsgruppen zu gleichen Teilen von
diesem Umstand betroffen. Fir eine Biegefraktur spricht allerdings, dass es eine
Lhaturlichere* Art des Knochenbruchs ist. Dazu lasst sie sich an der Maus einfacher,
unkomplizierter, schneller realisieren.

Bei den durchgefiihrten Versuchen ergab sich jedoch teilweise eine grof3e Streuung
in den erhobenen Parametern, dagegen war sie an manchen Zeitpunkten eher
gering. Auch kam es vor, dass an einem bestimmten Zeitpunkt die Ergebnisse in
einer Gruppe nicht weit auseinander lagen, in der zu vergleichenden Gruppe
allerdings schon. In der strukturellen Analyse beispielsweise weist das BV/TV (Bone
Volume/Total Volume) der RAG-1)-Knochen an Tag 21 eine sehr hohe Streuung
auf und A&hnliches ist der Fall bei der biomechanischen Testung der
Torsionssteifigkeit der Wildtyp-Knochen an Tag 28 (siehe Seite 44 und 48). Die
Frage an dieser Stelle ist nun, ob dieser Umstand von der Frakturmethode herrihrt,
an der jeweiligen Messmethode liegt oder aber vorhanden und reproduzierbar ist.
Die groRe Streuung ist zu einem nicht unerheblichen Teil der Frakturmethode
geschuldet. Nicht jeder Knochen bricht zwischen den 3 Punkten auf exakt dieselbe
Art. Von diesem Effekt sollten aber alle Tiere zu gleichen Teilen betroffen sein. Es
erklart nicht, warum die Streuung in einer Gruppe zu einem Zeitpunkt grof3 ist, in der
Vergleichsgruppe aber nicht, oder warum die Werte zu einem friihen Messzeitpunkt
weniger streuen als zu einem spaten, obwohl sich hier Unterschiede in den Frakturen
nivelliert haben sollten. Eine kausale Erklarung fur diese Umstande kann an dieser
Stelle nicht gegeben werden und muss fur jede entsprechende Gruppe gesondert

diskutiert oder hingenommen werden. Der Nachteil der gewahlten Methode ist aber
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eindeutig die teilweise grol3e Streuung der Werte und die damit verbundene
erschwerte Interpretierbarkeit.

Bei der Fraktur musste ein Marknagel eingesetzt werden, in Form eines kleinen Pins.
Ohne einen Marknagel lieRe sich keine vergleichbare Heilung zwischen den
einzelnen Tieren messen, da die Frakturenden direkt nach dem Setzen der Fraktur
frei gegeneinander beweglich waren und die Heilung nicht standardisiert ablaufen
konnte®. Eine Uberlegung war, ob dieser Pin wahrend der mechanischen Testung in
dem Knochen belassen werden konnte oder entfernt werden sollte. Zum Zeitpunkt
der Testung war der Frakturspalt bereits durch neu gebildeten Knochen Uberbrickt.
Da gerade dieser neu gebildete Knochen untersucht werden sollte, musste der Pin
entfernt werden. Einerseits befindet sich der Pin in der Rotationsachse und stellt
somit rein theoretisch kein Problem bei der Testung dar'?. Bei der hier vorliegenden
Studie wurde jedoch der Pin bereits vor dem Scan mit dem pCT entfernt, da sich
ansonsten hier Artefakte bildeten. Der Pin wurde vorsichtig aus dem Knochen
entfernt, und der Knochen war zum Zeitpunkt der Testung bereits soweit stabil, dass
dies kein Problem darstellte. Es bestand daher nicht die Gefahr, dass der Pin
letztendlich doch mit der biomechanischen Testung interferierte.

Ein anderer Aspekt, den es zu diskutieren gilt ist, dass bei der verwendeten
Biegefraktur die Stabilisierung mittels eines Pins nicht ganz unkompliziert ist. So
stabilisiert der Marknagel die Fraktur zwar, da er jedoch nur in den Markraum
.gesteckt” wird, fullt er diesen nicht komplett aus. Dies fiihrt teilweise zu einer
gewissen Restbeweglichkeit der Frakturenden. Hieraus resultiert dementsprechend
eine vermehrte Kallusbildung. Bei einer vermehrten Kallusbildung laufen
inflammatorische Signale stéarker ab als bei einer komplett rigide fixierten Fraktur mit
kleiner Kallusbildung oder direkter Knochenheilung. Diesen Aspekt gilt es in der
weiteren Diskussion zu bericksichtigen.

Ein weiterer Storfaktor, den es zu erwahnen gilt, ist das Einfrieren der Knochen kurz
nach der Tétung der Tiere und der Entnahme der Knochen. Dies war ndétig, da die
Analysegerate nicht immer sofort nach der Knochenentnahme zur Verfigung
standen. Das Einfrieren verandert den Knochen in seiner Struktur, fugt ihm
womoglich Schaden zu und verandert die mechanischen Eigenschaften. Es ist
allerdings zu betonen, dass mit allen Knochen gleich verfahren wurde, doch stellt

dies eine mdgliche Fehlerquelle dar.
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5.1.4 Mikro-Computertomograph

Der Vorteil des uCTs ist, dass es sehr sensitiv Unterschiede zwischen einzelnen
Knochenstrukturen detektieren kann'®’. Die heute angewandten Aufldsungen von
10,5um sind verglichen mit anderen bildgebenden Verfahren Uberragend hoch. Dazu
ist es moglich, den gesamten Kallus zu analysieren, wahrend in der Histologie nur
einzelne Schnitte beriicksichtigt werden'®®. Oftmals stellen sich aus diesem Grund
Unterschiede in der Knochenstruktur am sensitivsten mit dem puCT dar. In dieser
Studie konnten so anhand eines festen Schemas zur Evaluierung der Knochen
kleine Unterschiede zwischen den Gruppen herausgearbeitet werden.

Ein Problem bei der hier eingesetzten Technik war, dass der Kallus sich bei einem
Biegemodell variabel in der Langenausdehnung bildet. Fir die uCT-Analyse wurde
allerdings immer ein nahezu gleich grof3er Bereich des Kallus evaluiert. Aus diesem
Grund wurde der Faktor der variablen LAngenausdehnung nicht in der Analyse des
Kallus bertcksichtigt. Dies stellt unter Umstanden jedoch eine Fehlerquelle dar.

Ein anderes Problem stellte die notwendige Konturierung der Knochenstrukturen dar.
Sie erfolgte per Hand und computergestitzt. Dabei bestand die Méglichkeit, dass bei
der Konturierung nicht gleichbleibend gearbeitet wurde oder dass Konturen falsch
eingezeichnet wurden. Pro frakturierten Knochen ist es nétig, 630 Innenkonturen und
630 Aulenkonturen einzuzeichnen. Es erfolgten mehrfach manuelle Kontrollen, um
eine falsche Einzeichnung auszuschlieen, doch auch dies stellt eine mdégliche

Fehlerguelle dar.

5.2 Ergebnisse

Die in der Studie gewonnenen Ergebnisse Uberraschen, da sie nicht mit der
Hypothese iibereinstimmen. Es fallt grundsétzlich auf, dass die RAG-1)-Knochen
keine beeintrachtigte Heilung aufweisen. Die Heilungsergebnisse stellen sich zu allen
Zeitpunkten im Vergleich zum Wildtyp qualitativ gleichwertig oder besser dar. Dies ist
eine sehr interessante Beobachtung im Bezug auf die inflammatorische Reaktion und
deren Bedeutung fiir die Knochenheilung. Somit ist die Frakturheilung der RAG-1¢"-
Maus in unserem Experiment beschleunigt.

Die Frage an dieser Stelle ist, was mdgliche Grinde fir diese Beobachtung sein
kdnnen. Zunachst muss hinterfragt werden, ob die RAG-1"-Maus grundsétzlich
Uber eine beschleunigte Frakturheilung verfugt, oder nur bei dem hier verwendeten

Frakturmodell. Wie bereits oben beschrieben wurde, wurde bei unserem
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Frakturmodell eine Stabilisierung verwendet, die nicht komplett die Frakturenden
gegeneinander stabilisiert. Dies erkennt man an den grof3en Kallusvolumina, welche
erreicht werden um die Fraktur letztlich zu stabilisieren. Es muss diskutiert werden,
ob gerade aus diesem Grund der Wildtyp einer Uberschiel3enden Inflammation durch
eine nicht ausreichende Stabilisierung ausgesetzt ist, und somit die Heilung
verzogert wird. Da die inflammatorische Reaktion in der RAG-1")-Maus unterdriickt
ist, lauft hier die Heilung eventuell lediglich normal im Vergleich zum Wildtyp, aber
nicht beschleunigt ab. Der Unterschied zwischen diesen beiden Aussagen liel3e sich
nur mit einer erneuten Durchfiihrung des Versuchs mit einer komplett rigide fixierten
Fraktur abschlieBend klaren. Hier ware dann die strukturelle Untersuchung des
Kallus aufgrund der geringen Grol3e um ein vielfaches schwieriger.

Letztlich ist somit davon auszugehen, dass bei der hier beobachteten Heilung eine
Mischung aus generell verbesserter Knochenheilung Heilung und Unterdriickung
einer UberschieRenden Inflammation, welche der Art der Frakturstabilisierung

geschuldet ist, vorliegt.

5.2.1 Native Mauseknochen

Hier zeigt sich, wie anfangs erwartet, weder im uCT, noch in der biomechanischen
Testung und der histologischen Untersuchung ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen. Es ist jedoch deutlich, dass die RAG-17-Knochen mit ihrem
Knochenanteil und den biomechanischen Eigenschaften fast immer Uber den WT-
Knochen liegen, dies jedoch ohne statistische Signifikanz.

Die beiden Phénotypen unterscheiden sich nicht n in ihrer Knochenbeschaffenheit im
Alter von 8 Wochen voneinander. Ohne reife Lymphozyten scheint sich jedoch ein
leichter Trend zu etwas erhohtem Knochenwachstum zu ergeben. Es wurde vorher
bereits erwahnt, dass andere Autoren in der Vergangenheit zu ahnlichen
Ergebnissen gekommen sind, jedoch zu friheren Entwicklungszeitpunkten der
Mause. Im Alter von 2 Wochen unterscheiden sich die beiden Gruppen in keinem
der erhobenen Parameter voneinander*®. Nun konnte ergénzend ein Unterschied der
Knochenstruktur bei einem Mausalter von 8 Wochen widerlegt werden.

Die Untersuchung von nur 8 Knochen lasst die Moglichkeit offen, dass sich
signifikante Ergebnisse mit einer hoheren Probenzahl ergeben. In den pCT-
Untersuchungen wurde bewusst die Knochenstruktur der mittleren Diaphyse

untersucht, da auch bei den Untersuchungen der Frakturen die Knochenstruktur in
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diesem Bereich untersucht werden sollte, anstatt sie in anderen Regionen wie dem
proximalen Femur oder Wirbelkdrpern zu messen.

Interessanterweise offenbaren viele andere Tiere mit Immundefekten deutliche
Veréanderungen in der Knochenstruktur. Dabei scheint nicht nur die Veranderung im
Immunsystem von Bedeutung zu sein, sondern auch die Methode, mit der sie
erzeugt wurde. Die Lymphozytenentwicklung lasst sich durch viele Mechanismen
unterdriicken. BekanntermaRen hat die Pax5"? Maus eine Osteopenie, obwohl die
gleichen Zelllinien ausgeknockt sind wie bei der RAG-1” Maus*®. Man weiR bis
heute nicht, warum dies der Fall ist. Zuktinftige Fragestellungen sind daher, warum
die Lymphozyten unter bestimmten Bedingungen die Knochenentwicklung

beeinflussen, unter anderen aber nicht.

5.2.2 Heilungsverlaufe

5.2.2.1 Mikro-Computertomograph

Im pCT zeigt sich ein Vorsprung in der Heilung der RAG-1)-Maus. Die mittlere
Mineralisierungsdichte des Knochens zeigt sich an Tag 7 und 28 signifikant erhoht
gegenuber dem Wildtyp (Abb. 31). Dies spricht fur eine schnellere Mineralisierung zu
Beginn der Heilung. Erstaunlich ist auch, dass an Tag 14 und 21 sich keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen darstellen, jedoch an Tag 28. Dies
entspricht nicht der urspriinglichen Hypothese, nach der sich Veranderung vor allem
zu Beginn der Messung zeigen sollten. Der Unterschied wird ebenso durch ein
erhohtes BV/TV an Tag 28 in der RAG-1™)-Gruppe unterstrichen (Abb. 30). Damit
wird deutlich, dass die Lymphozyten-Knock-Out-Tiere auch Uber ein verandertes
Remodelling verfigen, was in dieser Form nicht zu erwarten war. Die
Knochenumbauvorgange scheinen in der RAG-17-Maus insofern beschleunigt zu
sein, als dass der Kallus in der Spatphase kompakter und dichter geformt ist. Noch
beeindruckender ist die Tatsache, dass im Gegensatz zum Wildtyp die RAG-1"-
Gruppe in den BV/TV-Werten sogar von Tag 21 zu 28 noch leicht ansteigt. Hier
verhalten sich beide Gruppen unterschiedlich. Dies zeigt die beschleunigten
Remodelling-Eigenschaften bei einem Fehlen der Lymphozyten. Ein interessanter
Aspekt, an dem die Heilung gut erkennbar ist, ist der Anstieg der Kallusgesamtdichte
in beiden Gruppen wahrend des Heilungsverlaufes (Abb. 31). Es zeigt die
kontinuierliche Bildung neuen Knochens UUber den gesamten Verlauf des
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Experiments. In Abbildung 31 ist ebenfalls zu erkennen, dass sich die
Mineralisierungsdichten in den beiden Gruppen nicht signifikant unterscheiden.
Jedoch liegt an Tag 7 der p-Wert nah an der Signifikanzgrenze mit p=0,08. Mit einer
groReren GruppengréfRe lieRe sich hier eventuell ein Unterschied feststellen. Dies
wuirde fur einen Unterschied in der Anfangsphase der Heilung sprechen, mit einer
schnelleren Heilung der RAG-17")-Gruppe. Hier kann nur von einem Trend in diese
Richtung gesprochen werden.

Das Kallusvolumen (Abb. 28) steigt zwischen Tag 7 und 14 in beiden Gruppen rasant
an, danach fallt es in der RAG-1")-Gruppe signifikant stéarker ab als in der Wildtyp-
Gruppe, um sich dann schlie3lich an Tag 28 auf gleiche Verhaltnisse einzupendeln.
Eine ahnliche Beobachtung lasst sich auch in der Gruppe des kndchernen
Kallusvolumens machen (Abb. 29). Auch hier sind die Werte der WT-Gruppe
signifikant gegentber der RAG-1")-Gruppe erhtht, an allen anderen
Messzeitpunkten jedoch nicht. Der Wert der Wildtyp-Gruppe an Tag 21 sticht im
Vergleich zu allen anderen Messzeitpunkten besonders hervor. Normalerweise steigt
das totale und knécherne Volumen zwischen Tag 14 und 21 nur noch dezent an®.
Fur diese Beobachtung, die ungewdhnlich ist, war es schwer, eine eindeutige
Erklarung zu finden. Am ehesten lassen sich die Veranderungen als Anfang des
beschleunigten Knochenumbaus der RAG-1)-Maus deuten. Wahrend der WT noch
Uber einen langeren Zeitraum Bindegewebssubstanz und Knochenmaterial in den
Kallus einlagert, ist dies bei den RAG-1-Knochen nicht mehr der Fall, hier liegt
daflr bereits ein deutlich stabileres Ergebnis vor, bei kleineren Kallusgrof3en.

Jedoch sind diese Werte mit Sorgfalt zu betrachten, denn es handelt sich bei beiden
Parametern um absolute Werte. Der Anteil des Knochens (BV/TV) unterscheidet sich
nicht zwischen den beiden Gruppen an Tag 21. Deshalb sind beide Parameter zwar
strukturell interessant, liefern aber keinen endgultigen Hinweis auf einen Unterschied
in der Heilung. Es scheint so, als wirden die Umbauvorgange des Kallus im Wildtyp
anders ablaufen als in der RAG-1)-Gruppe. Im Wildtyp wird langer ein volumindser
aber im Verhéltnis zum Knochen ahnlicher Kallus aufrecht erhalten, wéhrend in der
RAG-1""-Gruppe der Kallus schneller abgebaut wird, und eher die urspriingliche
Knochenstruktur erreicht wird. Bei Abwesenheit des adaptiven Immunsystems
werden strukturelle Umbauten am Knochen somit beschleunigt.

All diese Beobachtungen zeigen, dass die RAG-1")-Gruppe - ausgenommen der

Werte fur TV und BV an Tag 21 - fur einen strukturell stabileren Kallus und eine
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schnellere und verbesserte Heilung sprechen. An allen anderen Messzeitpunkten
unterscheiden sich die Gruppen nicht signifikant oder die RAG-1"-Gruppe zeigt
einen Vorteil gegeniber der WT Gruppe.

5.2.2.2 Biomechanischen Testung

In der biomechanischen Testung zeigen sich ebenfalls unerwartete Ergebnisse. Das
maximale Torsionsmoment ist in der Anfangsphase der Heilung signifikant erhoht in
der RAG-1"")-Gruppe gegeniiber der WT-Gruppe. Dies ist gleich an zwei
Messzeitpunkten (Tag 14 und 21) der Fall (Abb. 36). Hier zeigt sich eindrucksvoll die
stabilere und verbesserte Knochenheilung bei Fehlen der Lymphozyten. Das
maximale Torsionsmoment ist ein valider Parameter, der deutlich biomechanische
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen darstellt. Der Kallus ist somit in der
RAG-1"-Gruppe friiher reif und belastbar. An Tag 28 hat der WT dann schlieBlich in
der Heilung aufgeholt, und es gibt keinen Unterschied mehr zwischen den beiden
Gruppen. Insgesamt entsteht der Eindruck, dass im Vergleich zur Gegengruppe der
WT in der Heilung um eine Woche verlangsamt ist. Bei den anderen beiden
biochmechanischen Parametern (Steifigkeit und Versagensenergie) zeigten sich zu
keinem Zeitpunkt Unterschiede.

Abschlielend ist zu sagen, dass sich die signifikanten Unterschiede im
Torsionsmoment an zwei Messzeitpunkten darstellen. Der Knochen der RAG-1¢-
Maus verheilt aus diesem Grund schneller und erreicht friher mechanische Stabilitét.

Dies ist ein Uberraschendes Ergebnis.

5.3 Abschliel3ende Betrachtung und Ausblick

Unerwartet zeigt sich hier ein verbesserter Phanotyp der Knochenheilung. Das
Fehlen der Lymphozyten hat entgegen der urspringlich formulierten These einen
positiven Effekt auf die Knochenheilung. Dieses Phanomen beschrénkt sich nicht nur
auf den Anfang der Heilung sondern =zeigt sich dber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Es stellt sich eine beschleunigte Ossifikation,
eine friher erreichte mechanische Kompetenz und ein verdndertes Remodelling dar,
wobei die Maus ohne kompetente Lymphozyten eine hohere Knochenmasse im
Kallus aufrechterhalt als der Wildtyp. Unsere Gruppe hat ebenfalls gezeigt, dass alle
hier beschriebenen Beobachtungen sich auch mittels histologischer Untersuchungen
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nachvollziehen lassen. In diesen wird gleichfalls eine beschleunigte Knochenheilung
deutlich. Auch weist die RAG-1’)-Maus ein im Bezug auf die Frakturheilung
verandertes Zytokin-, Kollagen-, RANKL- und Osteoprotegrinexpressionsmuster
auf'®,

Betrachte man das Geschehen auf zellularer Ebene, so kénnen folgende Erklarung
fur die hier vorliegenden Erkenntnisse gefunden werden: Es ist bekannt, dass im
Frakturhdmatom des Schafs im Vergleich zum Muskelhamatom ein erhdhtes
Verhéltnis von CD4" T-Helferzellen zu CD8" zytotoxischen T-Zellen vorliegt. Die T-
Zellen wandern konsequent in das Hamatom und in das frihe Granulationsgewebe
ein, sie kbnnen jedoch nicht in Bereichen gefunden werden, in denen sich momentan
Knochen und Knorpelgewebe neu bildet. Ebenfalls steigt der Prozentsatz an B-Zellen
im Frakturhamatom innerhalb der ersten 4 Stunden deutlich an*. Grundsétzlich sind
jedoch die T-Zellen zu allen Zeitpunkten zahlenmaRlig den B-Zellen tberlegen, dies
untermauert ihre selektive Einwanderung in das Frakturhdmatom. Im Probenmaterial
von menschlichem nicht-infizierten Pseudarthrosengewebe ist die dominierende
inflammatorische Zelle der CD4*-Lymphozyt. Dieser kommt doppelt so haufig vor wie
der CD8"-Lymphozyt''®. In schlecht heilenden Frakturen sieht man also eine
andauernde Inflammation ohne infektiose Genese. Verantwortlich hierfir sind unter
anderem die CD4"-Lymphozyten.

Wie bereits beschrieben, hat das Immunsystem regenerative und toxische Einfliisse
auf die Heilung. Die Hauptfrage bleibt also, durch welche Prozesse Lymphozyten
nun die Heilung verschlechtern und die inflammatorische Reaktion einen
sogenannten ,Burst* fir das Knochengewebe darstellt. Die genauen molekularen
Mechanismen sind an dieser Stelle noch nicht geklart und es sind weitere
Untersuchungen nétig, um eines Tages die immunologische Antwort bei allen
Eingriffen am Knochen zu modulieren - mit einem positiven Effekt auf die Heilung.
Die Gruppe um Colburn et al. hat im Jahr 2009 die Frakturheilung an einem Knock-
Out-Modell evaluiert. Die gamma/delta-T-Zell-KO-Maus zeigt eine verbesserte
Heilung im Vergleich zum Wildtypen®. Die Rolle dieser nur sehr kleinen
Lymphozytengruppe ist bis heute noch nicht abschlie3end geklart. Bei diesen Zellen
handelt es sich am ehesten um T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften'!.
Bekannt ist, dass diese Lymphozytenpopulation steuernde Funktionen bei
regenerativen Prozessen Ubernehmen. So konnte gezeigt werden, dass sie bei

Verbrennung essentiell fur die Rekrutierung anderer Immunzellen in das Wundgebiet
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sind™?. Ein Knock-Out dieser Zellen filhrt zu einer Verschlechterung der
Wundheilung**3*,

Es verwundert, dass bei der Frakturheilung der gegenteilige Effekt eintritt. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen WT und gamma/delta-T-Zell-KO verlieren sich
aber nach etwa 14 Tagen. Ab diesem Zeitpunkt scheint sich in der Immunologie der
Frakturheilung die Bedeutung der inflammatorischen Antwort zu verringern und
andere Prozesse in den Vordergrund zu treten. Eventuell sind es explizit die
gammal/delta-T-Zellen, welche fur sogenannte ,Danger-Signals” verantwortlich sind,
die die Heilung letztlich verzégern®.

Diese Signale kénnen evolutionér friher einmal angebracht gewesen sein, da dem
Organismus nach einer Fraktur unter Umstédnden eine systemische oder lokale
Infektion bevorsteht. Somit ware es moglich, zunachst die Heilung einer Fraktur zu
Gunsten der Vermeidung eines Infektes unterzuordnen. Optimale Heilung in der
Anfangsphase und systemische immunologische Aktivierung scheinen nach dieser
Uberlegung nicht miteinander vereinbar zu sein.

So zeigt sich, dass ahnlich wie das Fehlen der gammal/delta T-Zellen auch die
Abwesenheit aller Lymphozyten die Heilung beschleunigt. Es wére jedoch auch
denkbar, dass die NK-Zellen eine grof3ere Rolle bei der Frakturheilung spielen als
bisher angenommen. Da die RAG-1’-Maus eine erhéhte Anzahl an NK-Zellen
besitzt, ist es moglich, dass dieser Umstand die Heilung ebenfalls beeinflusst®.

An dieser Stelle muss auch gesagt werden, dass eine andere Gruppe zu ahnlichen
Erkenntnissen gekommen ist. Allerdings wurden diese Daten nie in einem Journal
veroffentlicht und sind somit nicht Uber die Datenbank ,www.pubmed.com*
einsehbar. Laut dieser Gruppe hat die SCID-Maus, welche ebenfalls keine reifen
Lymphozyten besitzt, eine beschleunigte und verbesserte Frakturheilung*'®. Durch
diese Erkenntnisse wird die hier getroffene Aussage somit untermauert.

Die hier vorliegende Arbeit liefert einen interessanten Hinweis darauf, dass es in
Zukunft das Ziel sein muss, die inflammatorische Antwort lokal so zu unterdriicken
und zu modulieren, dass ahnlich gute Heilungsergebnisse daraus resultieren. Diese
Beobachtungen sollten dann auf ein groReres, dem Menschen néaheres Versuchstier,
Ubertragen werden. Ein interessanter Ansatzpunkt ist hier z.B. die Singnalkaskade
von Interferon-y, eine reduzierte Expression wirde zu einer verminderten
Makrophagenaktivierung flhren und dies wiederum durch fehlende TNF-a

67,116

Ausschittung zu weniger destruktiven Prozessen . Interferon-y wird von Th1-
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Zellen gebildet und ist ein wichtiges Zielmolekul in der Frakturheilung. Ein anderer
denkbarer Ansatzpunkt wére, zu prifen wie IL-4, ein antiinflammatorisches Zytokin,
sich auf die Heilung auswirkt. Es foérdert die Differenzierung von B-Lymphozyten,

17118 - \Weitere

inhibiert die Knochenresorption und aktiviert Osteoblasten
antiinflammatorische Zytokine sind IL-10 und IL-11, welche beide bei einer Fraktur
hochreguliert werden und so die Immunreaktion vermutlich abschwachen. Hier wéare
zu klaren, inwieweit diese Effekte fir die Verbesserung der Heilung, ein sogenanntes
,Fracture Enhancement®, genutzt werden kénnen*°*?°. Diese Molekiile kénnten in
Zukunft von grof3em Interesse sein um die hier beobachteten Effekte zu erklaren.
Weitere tief greifendere Untersuchungen sind noétig, um die hier beobachteten
Effekte auf molekularer Ebene zu erklaren. Auch ware es zu prifen, ob z.B. mit
einem adoptiven Lymphozytentransfer bei der RAG-17"-Maus, die Heilung sich
wieder auf den Ursprungszustand zuriick setzen I&sst.

Durch diese Arbeit muss die Rolle des adaptiven Immunsystems fur die
Frakturheilung in einem neuen Licht betrachtet werden. Der Grundstein fur folgende
Arbeiten ist gelegt, um an der lokalen Unterdriickung der Immunantwort,
insbesondere an der Lymphozytenaktivierung zu forschen. So ist es das Ziel der
nachsten Zeit, die Signalkaskaden der Lymphozyten weiter zu identifizieren und die
schadlichen Elemente gezielt bei der Heilung zu unterdricken, damit die
Knochenheilung auch ohne einen Gen-Knock-Out verbessert werden kann.

Gerade der Aspekt, dass die anfangliche Hypothese nicht bestétigt werden konnte,
sondern ein genau kontrares Ergebnis eingetreten ist, machen die nun folgenden
Schritte umso interessanter. Somit muissen die bisherigen Erkenntnisse Uber die

inflammatorische Reaktion im Rahmen einer Fraktur tiberdacht werden.
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6. Zusammenfassung

Zielsetzung: Die Anfangsphase der Knochenheilung wird durch immunlogische
Prozesse maligeblich beeinflusst. Ziel dieser Arbeit war, zu ermitteln, wie die
Abwesenheit von Lymphozyten die Frakturheilung beeinflusst. Lymphozyten spielen
eine Schlusselrolle bei der Modulation der inflammatorischen Reaktion einer Fraktur.
Die Hypothese hierbei war, dass diese Reaktion essentiell fur die Initialisierung einer
Frakturheilung ist und, dass die Frakturheilung bei Abwesenheit von Lymphozyten
gestort sein wirde.

Methoden: Es wurden 8-Wochen alten Wildtyp- und RAG-1)-Mausen (C57/BI6)
Dreipunkt-Biege-Frakturen zugefiigt. Ein Knock-Out des RAG-1-Gens fuhrt zum
vollstdndigen Fehlen von Lymphozyten. Die Mause wurden an Tag 7, 14, 21 und 28
nach der Operation getdtet. Anschlieend wurden die Knochen mit dem pCT
gescannt und einer biomechanischen Testung unterzogen. Die GruppengrofRe betrug
jeweils 8 Tiere. Fur die statistische Auswertung wurde ein Mann-Whitney U-Test
verwendet.

Ergebnisse: In der biomechanischen Testung stellte sich ein signifikant hdéheres
Torsionsmoment zum Zeitpunkt 14 Tage (77% vs. 60% [median], p=0,01) und 21
Tage nach Fraktur (105% vs. 87%, p=0,007) in der RAG-1")-Gruppe dar. Im puCT
zeigte sich an Tag 28 ein signifikant hoherer Knochenanteil (BV/TV) in der RAG-1¢"-
Gruppe (41% vs. 30%, p=0,02). Ebenso zeigte sich eine signifikant hdhere
kndcherne Mineralisierungsdichte im Kallus (BMD) der RAG-1-Gruppe an Tag 7
(361 vs. 322 [mgHA/cm3], p=0,02) und Tag 28 (417 vs. 321 [mgHA/cm?3], p=0,02).
Schlussfolgerung: Ohne reife Lymphozyten im Organismus erreicht der Kallus friher

mechanische Stabilitat. Die Ergebnisse der Studie zeigen somit einen unerwarteten
Effekt der Lymphozyten auf die Frakturheilung. Durch den Knock-Out des RAG-1-
Gens wird die Heilung Uberraschenderweise beschleunigt und verbessert. In der
frihen und spaten Phase der Knochenheilung sind die lymphozytendefizienten Tiere
in der Lage, den Kallus starker zu mineralisieren. Damit ist bewiesen, dass das
adaptive Immunsystem die Heilung negativ beeinflusst. Es sind weitere
Untersuchungen nétig, um die genauen Prozesse hier zu verstehen. Die Aufgabe der
Zukunft ist es, die Immunantwort der Knochenheilung so zu modulieren, dass eine
optimale Heilung stattfinden kann und negative und schéadliche immunlogische

Einflisse auf die Heilung identifiziert werden kénnen.
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6.1 Abstract

Introduction: The initial phase of bone healing is dominated by immunological
processes. The aim of this study was to determine, how the absence of lymphocytes
influences fracture healing. The inflammatory reaction, which occurs after a fracture,
strongly influences bone healing. The hypothesis was that because of the reduced
inflammatory reaction, the healing will be delayed.

Methods: Complete absence of the adaptive immune system was modelled by using
RAG-1 (recombination activating gene 1) knockout mice lacking mature B and T
lymphocytes. A standard closed 3 point bending femoral fracture was created in 8
weeks old wildtype (WT) and RAG-1 knockout (RAG-1") mice. For uCT analysis
and biomechanical testing, animals were sacrificed after 7, 14, 21 and 28 days
(N=8/time point). Statistical comparisons between the groups were performed using
the Mann-Whitney U-test.

Results: Biomechanical testing demonstrated a significantly higher torsional moment
at day 14 (77% vs. 60% [median], p=0.01) and day 21 (105% vs. 87%, p=0.007) in
the RAG-1"”) group in comparison to the WT group. pCT evaluation of RAG-1
specimens showed at day 28 a higher bone volume fraction of the callus (BV/TV) in
the RAG-17" group in comparison to the WT group (41% vs. 30%, p=0.02). A
significantly higher bone mineral density was also shown at day 7 (361 vs. 322
[mgHA/cm3], p=0.02) and 28 (417 vs. 321 [mgHA/cm?], p=0.02).

Conclusion: The results of the study show an unexpected influence of lymphocytes
on fracture healing. Contradictory to the original thesis, lymphocytes impair fracture
healing. The knockout of the RAG-1 gene shows a positive effect on fracture
healing. Without mature lymphocytes the callus reaches earlier mechanical stability.
In the early and late phase of bone healing, the lymphocyte deficient mice show a
higher osteogenic potential. This proves that although the two animals do not differ
phenotypically, the adaptive immune system influences bone healing
negatively. Further studies are required to elucidate the exact processes. The aim of
the future will be to modulate the immune response according to our findings and to
optimize fracture healing with the minimization of the noxious effects of the immune

system.
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