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I. Zusammenfassung  
 
Einleitung: Das Polytrauma ist eines der häufigsten Todesursachen bei jungen 

Erwachsenen. Frakturen der Extremitäten repräsentieren das dominierende 

Verletzungsmuster in diesem Kollektiv. Häufig sind polytraumatisierte Patienten durch 

einen hämorrhagischen Schock (HS) gefährdet. Extremitätenverletzungen und HS sind 

als Induktoren des Interleukin-6 (IL-6) bekannt und können zu einer überschießenden 

systemischen inflammatorischen Reaktion führen. IL-6 bindet normalerweise an seinen 

membrangebundenen Rezeptor (IL-6R), kann jedoch auch membranungebunden als 

löslicher IL-6R (sIL-6R) vorliegen und mit IL-6 den agonistischen IL-6/sIL-6-Komplex 

bilden. Der IL-6/sIL-6-Komplex kann am transmembranären Protein gp130 binden, 

welches ubiquitär auf den Zellen exprimiert wird. Somit kann das Spektrum der IL-6-

Zytokinaktivität erheblich erweitert werden. Dieser Vorgang wird als Transsignaling 

bezeichnet. Trotz eines pathophysiologisch hochwahrscheinlichen Zusammenhangs 

zwischen dem Transsignaling und der Frakturheilung gibt es hierzu noch wenige Studien. 

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss des IL-6-Transsignaling-Mechanismus auf die 

Frakturheilung standardisiert anhand eines Mono-/ Polytrauma-Mausmodells mit in vivo 

Immunmodulation zu untersuchen. 
Methodik: 36 weibliche C57BL/6N Mäuse mit einer Femur- und Tibiafraktur wurden 

randomisiert auf sechs Interventionsgruppen aufgeteilt (I. Fraktur [Fx], II. Fx+sIL-6R-

Applikation, III. Fx+sIL-6R-Ak-Applikation, IV. Polytrauma [PT; Fx+HS], V. PT+sIL-6R-

Applikation, VI. PT+sIL-6R-Ak-Applikation). Die Euthanasierung der Mäuse erfolgte am 

21. postinterventionellen Tag. Anschließend erfolgte die µCT-gestützte Analyse der 

femoralen Frakturheilung (Parameter: BV, TV, BV/TV, Volumina für Kallus und Kortikalis) 

sowie die histologische Aufarbeitung mittels TRAP- und Osteocalcin-Färbung zur 

Quantifizierung der Osteoblasten und Osteoklasten.  
Ergebnisse: Im direkten Vergleich der Fraktur- und Polytraumagruppe zeigte sich in 

unserer Arbeit kein signifikanter Unterschied in der Frakturheilung (BV/TV, p=0,699). 

Beim alleinigen Trauma ohne HS führt eine Steigerung des Transsignaling-Mechanismus 

zu einer signifikanten Verbesserung der Frakturheilung (BV/TV, p=0,002; Kortikalis, 

p=0,026) in Konstellation mit einer signifikant geringeren Dichte an Osteoklasten 

(p=0,041). Eine Blockade ergab einen Trend hin zu einer Verschlechterung der 

Frakturheilung (TV, p=0,065), ebenfalls in Konstellation mit einer signifikant geringeren 
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Dichte an Osteoklasten (p=0,004). Bei der PT-Gruppe mit HS hatte eine Steigerung des 

Transsignalings keine (BV/TV, p=0,394), jedoch die Blockung des Transsignaling-

Mechanismus eine signifikant bessere (BV/TV, p=0,015) Frakturheilung und einen Trend 

(p=0,065) zu einer höheren osteoblastären Aktivität zur Folge.  
Schlussfolgerung: Wir konnten zeigen, dass der Transsignaling-Mechanismus in den 

Knochenheilungsprozess nach Mono-/ Polytrauma involviert ist. Ein Polytrauma war in 

unserer Studie nicht grundsätzlich mit einer beeinträchtigten Frakturheilung verbunden. 

Vielmehr ist das Ausmaß der Transsignaling-Aktivität für eine ungestörte Frakturheilung 

verantwortlich. Der Transsignaling-Mechanismus stellt ein potentielles Ziel für eine 

spezifische in vivo-Immunmodulation des Knochenheilungsprozesses dar.  
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II. Abstract English 
 
Introduction: Polytrauma is one of the most common causes of death in young adults. 

Limb fractures represent the dominant pattern of injury in this population. Often, 

polytraumatised patients are at risk for hemorrhagic shock (HS). Limb injuries and HS are 

known to induce an interleukin-6 (IL-6) release and may lead to an overwhelming 

systemic inflammatory response. IL-6 normally binds to its membrane-bound receptor 

(IL-6R), but may also be membrane-unbound as soluble IL-6R (sIL-6R) to form the 

agonistic IL-6/sIL-6-complex. The IL-6/sIL-6-complex can bind to gp130, a trans-

membrane protein which is ubiquitously expressed on cells and whereby IL-6 activity can 

be greatly expanded. This process is called transsignaling. Despite a pathophysiologically 

highly probable interaction between transsignaling and fracture healing, there are still few 

studies available. The aim of this work was to investigate the influence of the IL-6-

transsignaling mechanism on fracture healing with a standardised murine mono-/ 

polytrauma model and in vivo immunomodulation.	

Method: 36 female C57BL/6N mice with a femur and tibial fracture were randomized to 

six groups with different interventions (I. fracture [Fx], II. Fx + sIL-6R, III. Fx + sIL-6R-Ab, 

IV. Polytrauma [PT; Fx + HS], V. PT + sIL-6R, VI. PT + sIL-6R-Ab), which were 

euthanized 21 days after intervention. Subsequently μCT-assisted analysis of the femoral 

bone healing (parameters: BV, TV, BV/TV, volumes for callus and cortex) and histological 

processing (TRAP, osteocalcin staining) for the quantification of osteoblasts and 

osteoclasts were performed.  

Results: Comparing the Fx and PT groups, there was no significant difference in fracture 

healing (BV/TV, p=0,699). In the case of a trauma without HS, an increase in the 

transsignaling mechanism leads to a significant improvement in fracture healing (BV/TV, 

p=0,002, cortex, p=0,026) combined with a significantly lower density of osteoclasts 

(p=0,041). A blockade showed a trend towards a worsening of fracture healing (TV, 

p=0,065) also combined with a significantly lower density of osteoclasts (p=0,004).	In the 

PT group, boosting the transsignaling mechanism had no significant effect (BV/TV, 

p=0,394) however, a blockade resulted in significantly better fracture healing (BV/TV, 

p=0,015) and a trend toward higher osteoblast activity (p=0,065).	

Conclusion: We showed that the transsignaling is fundamentally involved in the bone 

healing process after mono-/ polytrauma. Furthermore, polytrauma is generally not 
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associated with impaired fracture healing. Notably, the extent of transsignaling activity 

was responsible for undisturbed fracture healing. The transsignaling mechanism poses a 

potential target for specific in vivo	immunomodulation of the bone healing process.	
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1. Einleitung 
 

1.1. Definitionen: Trauma und Polytrauma  
 

Das Trauma (aus dem Griechischem: τραύμα „Wunde“) ist die Bezeichnung für die durch 

die Einwirkung äußerer Gewalt bzw. die Übertragung großer Energiemengen innerhalb 

kurzer Zeit entstehende Schädigung oder Verletzung von Gewebe oder Knochen (1). In 

der hier vorliegenden Arbeit wird das Trauma infolge mechanischer Energieeinwirkungen 

betrachtet, wie es z. B. nach Verkehrsunfällen entsteht. Die schädigende Energie kann 

jedoch auch auf anderen Energieformen wie thermischen, chemischen oder elektrischen 

Ursprungs zurückzuführen sein (1, 2). 

Für die Begrifflichkeit „Polytrauma“ gibt es verschiedene Definitionen. Es existiert keine 

endgültige und international einheitliche Definition des Polytraumas, was die 

Vergleichbarkeit der existenten Studien und damit den Fortschritt in diesem Gebiet der 

Medizin erschwert (3). 

Eine der in Deutschland bekanntesten und seit den 1960er Jahren etablierte Definition 

des Polytraumas, die jedoch recht allgemein gehalten ist, stammt von Harald Tscherne, 

dem ersten deutschen Lehrstuhlinhaber für Unfallchirurgie an der Medizinischen 

Hochschule Hannover, wonach es sich um eine Kombination mehrerer gleichzeitig 

erworbener Verletzungen verschiedener Körperregionen handle, von denen eine oder die 

Kombination mehrerer potentiell lebensbedrohlich sind (4).  

Baker et al. etablierten 1974 den Injury Severity Score (ISS), der eine Punktzahl von 0 

bis 75 annehmen kann und zur Einteilung verschiedener anatomischer Verletzungsgrade 

dient (5, 6). Dabei korrelieren Verletzungsschwere und Mortalität mit aufsteigender 

Punktzahl (5, 6). Von einem Polytrauma wird ab einer Punktzahl von ≥ 16 gesprochen (5, 

6). Als Berechnungsgrundlage dient der AIS (Abbreviated Injury Scale) (6, 7). Der AIS 

wurde zuerst im Jahr 1971 eingeführt und im Laufe der Jahre durch die Association for 

the Advancement of Automotive Medicine (AAAM) verbreitet und weiterentwickelt (7-9). 

Der AIS gruppiert Verletzungen in verschiedenen Körperregionen und kodiert die 

Verletzungsschwere auf einer Skala von 1 (geringste Verletzung) bis 6 (maximale, 

tödliche Verletzung) (6, 8, 9). Der ISS berechnet sich aus der Summe der Quadrate der 

AIS-Werte der drei am schwersten verletzten Körperregionen (6). Nimmt dabei eine 



 15 

Körperregion den AIS-Wert von 6 ein, so ergibt sich automatisch ein ISS von 75 Punkten 

(5). 

Wie bereits erwähnt korreliert der ISS zwar mit der Verletzungsschwere und der Mortalität 

der Patienten, jedoch bildet er nur die schwersten drei Verletzungen aus den 

verschiedenen Körperregionen ab (6, 10). Dies bildet gut Monotraumata ab, jedoch 

werden Mehrfachverletzungen einer Körperregion nicht abgebildet, die in ihrer 

Kombination Einfluss auf die Mortalität haben können (10, 11). Diesen Umstand sollte 

der New ISS (NISS) lösen, der sich aus der Summe der Quadrate der insgesamt drei 

höchsten AIS-Werte, unabhängig von der Körperregion berechnet (11). Der Studie von 

Osler et al. zufolge gibt der NISS die Überlebenswahrscheinlichkeit besser als der ISS 

wieder und sei zusätzlich leichter zu berechnen (11). Die Überlegenheit des NISS 

gegenüber des ISS ist jedoch in der Literatur umstritten (12). 

Eine neue Definition des Polytraumas erfolgte mit der „Berlin-Definition“ durch eine 

internationale Konsensusgruppe um Pape et al. im Jahre 2014. So habe der 

polytraumatisierte Patient mindestens zwei schwere Verletzungen (AIS ≥ 3) anatomisch 

verschiedener Körperregionen und zusätzlich mindestens eine physiologische 

Pathologie (Koma [GCS ≤ 8], Hypotension [RRsys < 90 mmHg], metabolische Azidose 

[BE ≤ -6], Koagulopathie [PTT ≥ 50 s oder INR ≥ 1,4] und Alter > 70 Jahre) (13). 
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1.2. Epidemiologie des Traumas und Polytraumas 
 
Die Bundesanstalt für Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA) teilte in einer 

Pressemitteilung mit, dass im Jahre 2014 in der Bundesrepublik Deutschland ungefähr 

jeder achte Bürger einen Unfall gehabt habe, von denen rund 30.000 einen tödlichen 

Ausgang nahmen (14-16). Diese Todesfälle (Verletzungen und bestimmte andere Folgen 

äußerer Ursachen nach ICD 10 verschlüsselt: S00 - T35 und T66 - T98) stellten anhand 

der Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes mit einem Anteil von 

ungefähr 4 % der Gesamttodesfälle nur einen kleinen Prozentsatz dar (15). Bei 

genauerer Betrachtung der Altersklasse von 1 bis 39 Jahren bedingten sie jedoch 

ungefähr jeden dritten und bei den 15- bis 25-Jährigen sogar jeden zweiten 

Todesfall (15).  

Unfälle und resultierende Traumata zählen somit zu den häufigsten Ursachen für 

Morbidität und Mortalität von Jugendlichen und jungen Erwachsenen (17, 18). In der 

deutschen, männlichen Bevölkerung unter 65 Jahren sind Unfälle, noch vor den 

bösartigen Neubildungen und kardiovaskulären Erkrankungen die führende Ursache für 

den vorzeitigen Verlust von Lebensjahren (19). Bei der weiblichen Bevölkerung steht der 

Lebenszeitverlust durch den Unfalltod noch an zweiter Stelle nach den bösartigen 

Neubildungen (19).  

Es ist schwierig, eine genaue Angabe über die Lebensbereiche zu treffen, in denen 

Unfälle sich ereignen, da keine einheitliche Erfassung existiert. Die BAuA veröffentlichte 

eine Gesamtunfallstatistik, die auf den Erhebungen des Statistischen Bundesamtes, 

Straßenverkehrsunfallstatistiken, Statistiken der gesetzlichen Unfallversicherungsträger 

und Datensätze des Robert Koch-Institutes basiert. Demzufolge seien Unfälle in der 

Freizeit, gefolgt von Unfällen im Haushalt, für die meisten Verletzten und Toten 

verantwortlich. Der Verkehr steht an dritter Stelle der tödlichen Unfälle, jedoch sind 

Unfälle auf der Arbeit und in der Schule für mehr Verletzte verantwortlich (16). Dabei ist 

zu bedenken, dass es viele Überschneidungen der verschiedenen Bereiche gibt, 

insbesondere im Verkehr, in der Schule und auf der Arbeit. Weiterhin handelt es sich bei 

einer Vielzahl der Freizeitunfälle, wie z. B. einem Fahrradsturz, um Alleinunfälle im 

Verkehrsbereich, die häufig nicht registriert werden (16).  

Betrachtet man die Verletzungsschwere, so sind Verkehrsunfälle als führende Ursache 

für mehr als jedes zweite Polytrauma zu nennen. Die größte Gruppe der Betroffenen 
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bilden PKW- und LKW-Insassen, gefolgt von Zweiradfahrern und Fußgängern. Abseits 

des Straßenverkehrs führen Stürze aus großer Höhe die Ursachen an (20-23). 

Als einer der Ersten beschäftigten sich 1997 Haas et al. mit der Inzidenz des schweren 

Traumas oder Polytraumas in Deutschland und berechneten eine ungefähre Fallzahl von 

32.500 pro Jahr (24). Neuere Hochrechnungen, die auf dem Datensatz von 2012 des 

TraumaRegister DGU® basieren, kamen auf eine jährliche Anzahl von ca. 18.200 bis 

18.400 Polytraumata (25). Dabei ist jedoch zu beachten, dass im TraumaRegister DGU® 

nur Fälle erfasst werden, in denen Patienten in der Klinik behandelt wurden. Patienten, 

die bereits präklinisch an den Folgen eines Traumas versterben, was einer Studie 

unserer Arbeitsgruppe zufolge ca. 60 % sind, finden somit keinen Eingang in das 

Register (26).  

Unfälle, Verletzungen und ihre Folgen sind nicht nur ein nationales Problem, sondern 

stellen eine globale Belastung für die Gesellschaft dar. Analysen zufolge sei 

diesbezüglich in den kommenden Jahren noch ein Anstieg zu erwarten (1, 27-29). 

Besonders der hohe Anteil an Betroffenen im erwerbsfähigen Alter zeigt dabei nicht zu 

vernachlässigende sozioökonomische Konsequenzen auf. 

Betrachtet man die Kosten der stationären Erstbehandlung von polytraumatisierten 

Patienten, so findet man in der Literatur durchschnittliche Behandlungskosten von ca. 

22.000 € bis 38.000 € pro Patient, die jedoch in der Einzelfallbetrachtung starke 

Abweichungen von den Mittelwerten aufweisen und einen Indikator für die individuelle 

Anforderung in der Behandlung eines jeden einzelnen Patienten darstellen (30-33).  

Die Gesamtlast für die Gesellschaft ergibt sich jedoch nicht nur aus der stationären 

Behandlung, sondern aus der Summe aller notwendigen Maßnahmen und Folgen wie 

z. B. Kosten der Nachbehandlung, Pflege, Hilfsmittel, Arbeitsunfähigkeit oder eine 

Minderung der Erwerbsfähigkeit des Betroffenen, die ein Unfall mit sich führt. Die 

Bundesanstalt für Straßenwesen (BASt) veröffentlicht jährlich die 

Personenschadenkosten nach Verkehrsunfällen und unterscheidet dabei nach getöteten, 

schwerverletzten und leichtverletzten Personen (Getötete: Versterben innerhalb von 30 

Tagen an den Unfallfolgen; Schwerverletzte: mindestens 24 Stunden in stationärer 

Behandlung und nicht zu den Getöteten zugerechnet; Leichtverletzte: alle sonstigen 

Verletzten). Dabei entstand im Jahr 2015 bei Verkehrsunfällen ein berechneter 

volkswirtschaftlicher Schaden von 1.191.937 € pro getöteter, 123.510 € pro 

schwerverletzter und 5.139 € pro leichtverletzter Person. Somit ergab sich in Deutschland 
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durch Verkehrsunfälle allein in diesem Jahr ein gesamtvolkswirtschaftlicher 

Personenschaden von insgesamt 14,31 Milliarden Euro (34, 35). 

Unfallmechanismen unterscheiden sich zum Teil bedeutend in der Lokalisation und 

Stärke, mit der sie auf den Verunfallten einwirken. Angeschnallte PKW-Insassen 

unterliegen bei einem Frontalunfall anderen Kraftvektoren, als z. B. eine Person, die bei 

der Landung, nach einem Sturz oder Sprung aus großer Höhe, axiale Stauchung erfährt. 

Dadurch bedingen sie verschiedenste Verletzungsmuster bei den Betroffenen (36). 

Am häufigsten sind muskuloskelettale Verletzungen, im Speziellen Frakturen, zu 

beobachten, wobei die Extremitäten am stärksten betroffen sind (22, 23, 37). Weiterhin 

sind auch Schädel-Hirn- und Thorax-Traumata von großer Bedeutung (22, 23, 37). Durch 

die Schädigung des Bewegungsapparates, innerer Organe oder Gefäße kommt es bei 

polytraumatisierten Patienten oft zusätzlich zu Blutungen und konsekutiv zu einem 

hämorrhagischen Schock (HS), der eine zusätzliche vitale Bedrohung darstellt (38). 

Somit stellt die Versorgung von Frakturen eine zentrale Herausforderung in der 

Unfallchirurgie dar. Optimales Behandlungsziel ist die Restitutio ad integrum, die 

vollständige Ausheilung der Verletzung. Jedoch wird dieses Ziel in zahlreichen Fällen 

nicht erreicht. Insbesondere bei Verletzungen der Extremitäten haben Störungen des 

Heilungsprozesses negative Auswirkungen auf das funktionelle Outcome der Patienten. 

Sie beeinflussen enorm die Lebensqualität durch Bewegungseinschränkungen, 

Funktionsverluste und Schmerzen (39, 40). 

Die Heilung einer Fraktur ist ein Vorgang, der in seiner Komplexität noch nicht vollständig 

verstanden ist. Er ist ein Zusammenspiel mechanischer Einflüsse, verschiedener 

Zelltypen und extrazellulärer Matrixbestandteile, die über lokal oder systemisch wirkende 

Hormone, Zytokine und Differenzierungsfaktoren im Rahmen der posttraumatischen 

Immunantwort orchestriert werden (41, 42).  
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1.3. Stand des Wissens 
 

1.3.1. Knochengewebe 
Das Knochengewebe bildet zusammen mit Knorpel, Sehnen und Bändern den passiven 

Bewegungs- und Stützapparat. Es ist, nach dem aus Dentin bestehenden Zahnschmelz, 

das zweithärteste Gewebe des Organismus (43, 44). Betrachtet man die 

Zusammensetzung des Knochengewebes, so besteht der größte Teil mit ca. 45 % aus 

anorganischem Material, wobei Hydroxylapatit die wesentliche Komponente darstellt. 

Somit ist das Knochengewebe zugleich das wichtigste Calcium- und Phosphatreservoir 

des Körpers. Den restlichen Anteil bilden mit ungefähr 30 % organisches Material und zu 

25 % Wasser (43, 45).  

Die räumliche Anordnung der Kollagenfibrillen lassen zwei verschiedene Arten des 

Knochens unterscheiden. Der Geflechtknochen oder auch primärer Knochen genannt 

(43, 45) entsteht bei der Osteogenese in der Fetalperiode oder bei der Frakturheilung 

durch desmale Ossifikation (43). Charakteristisch ist eine ungeordnete, verflochtene 

Ausrichtung von Osteozyten und Kollagenfasern in der Knochenmatrix (43). Im adulten 

Skelett existiert Geflechtknochen nur noch in wenigen Bereichen, z. B. in den 

Schädelnähten, den Gehörknöchelchen oder im Felsenbein (43). Das restliche Skelett 

durchläuft einen Reifungsprozess, in dem Geflechtknochen sukzessiv in 

Lamellenknochen oder auch sekundären Knochen umgebaut wird, wodurch eine 

optimale Anpassung an funktionelle Anforderungen und Belastungen erreicht wird (45). 

Der Lamellenknochen ist durch eine regelmäßige Anordnung seiner Kollagenfibrillen in 

der Knochenmatrix charakterisiert. Die Organisation erfolgt in funktionellen Einheiten als 

Osteon, welches von einem zentralen Havers-Kanal mit darin verlaufendem Havers-

Blutgefäß und konzentrischen umschlingenden Knochenlamellen gebildet wird. Die 

Kollagenfibrillen verlaufen in Schraubentouren und untereinander parallel ausgerichtet 

durch die Lamellen des Osteons (43, 45).  

Knochen des entwickelten Skelettes weisen die verschiedensten Formen auf. So lassen 

sich unter anderem platte Knochen (z. B. Schulterblatt), unregelmäßig geformte Knochen 

(z. B. Wirbelkörper), kurze Knochen (z. B. Handwurzelknochen) und die langen 

Röhrenknochen (z. B. Femur, Tibia) unterscheiden (46). Die langen Röhrenknochen 

bestehen aus dem Schaft, der Diaphyse, die sich proximal und distal in die Metaphyse 

verbreitert. Strukturell betrachtet besteht die Diaphyse hauptsächlich aus Substantia 

compacta, in welcher die Knochenlamellen sehr dicht gepackt sind. Sie umgibt die 
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Markhöhle, welche überwiegend gelbes Knochenmark enthält. An die Metaphysen 

grenzen die Epiphysen, die die knorpeligen Gelenkflächen tragen. Die Epiphysen haben 

ebenfalls eine umgebende Schicht aus Substantia compacta, und sind im Inneren aus 

schwammartig angeordneten Knochentrabekeln, der Substantia spongiosa, aufgebaut. 

In den Hohlräumen der Spongiosa konzentriert sich im adulten Skelett der Sitz des roten 

Knochenmarks (45, 46). Die Trabekel haben eine trajektorielle Ausrichtung. Die 

Ausrichtung entlang mechanischer Kräfte und Belastungen wurde erstmals von Julius 

Wolff beschrieben und trägt heute den Namen Wolffsches Gesetz (47). Zwischen 

Metaphyse und Epiphyse befindet sich die Epiphysenfuge, die postnatal aus Knorpel 

besteht und den Ort des Längenwachstums darstellt. Mit dem Ende der Pubertät 

verknöchert diese, womit das Längenwachstum abgeschlossen ist (45, 46).  

Die äußeren und inneren Oberflächen des Knochens sind durch dünne 

Gewebeschichten, dem Endost und Periost, ausgekleidet und bedeckt (45). Die Zellen 

des Knochengewebes sind die Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. 

 

1.3.2. Knochenstoffwechsel 
Der Knochen ist ein dynamisches und metabolisch aktives Gewebe. Es unterliegt 

ständigen Umbauprozessen. Schätzungsweise werden jährlich ca. 10% des Skelettes 

erneuert (48). Dieser Prozess, in dem die Osteoblasten und Osteoklasten als 

Gegenspieler fungieren, wird auch als Remodeling bezeichnet. Ohne kontinuierlichen 

Umbau und Erneuerung könnte das Skelettsystem seine Funktionen nicht erfüllen oder 

würde durch eine schnelle Überalterung besonders den mechanischen Anforderungen 

nicht mehr gerecht werden. So ist das Remodeling substantiell für die Reparatur von 

Mikrofrakturen, als auch für den Anpassungsprozess, der durch das Wolffsche Gesetz 

beschrieben wird (47). Weiterhin gewährleistet er die Funktion des Skelettsystems als 

größtes Mineralreservoir für Calcium, Phosphat und Magnesium sowie deren 

Homöostase (49, 50). Grundlegend ist der Abbau von altem Knochenmaterial und die 

Neubildung von neuem, vitalem Knochengewebe durch das koordinierte Zusammenspiel 

der Osteoklasten und Osteoblasten.  

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die der Fusion von Zellen aus der 

Monozyten- und Makrophagenfamilie entstammen (51). Eine wichtige Funktion in der 

Differenzierung der Osteoklasten nimmt der Makrophagenkolonie-stimulierende-Faktor 

(M-CSF) ein, welcher von Stromazellen des Knochenmarks und Osteoblasten sezerniert 

wird (52). Er fördert die Proliferation und das Überleben von osteoklastären 
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Vorläuferzellen und stimuliert weiterhin die Aktivität der reifen Osteoklasten (52-55). Die 

Schlüsselrolle in der Differenzierung von Osteoklastenvorläufern zu reifen Osteoklasten 

nehmen der Rezeptor RANK (Receptor Activator of NF-κB), sein Ligand RANKL 

(Receptor Activator of NF-κB Ligand) und OPG (Osteoprotegrin) ein. RANK ist ein 

Transmembranprotein sowohl auf Osteoklasten, als auch auf deren Vorläuferzellen, 

welches nach dem Binden von RANKL die Differenzierung induziert (55). OPG ist ein 

löslicher Decoy-Rezeptor für RANKL und konkurriert mit RANK um dessen Bindung und 

ist somit ein Inhibitor für die RANK/RANKL-Interaktion (55). Das Verhältnis zwischen 

RANK, RANKL und OPG ist folglich essentiell für die Skeletthomöostase (56). Die 

aktivierten Osteoklasten lagern sich an die Knochenoberfläche an. Sie formen in der 

Grenzregion zum Knochengewebe eine stark gefaltete Plasmamembran (ruffled 

boarder), die der Oberflächenvergrößerung und der Schaffung eines abgeschlossenen 

Milieus dienen (57). In diesem abgeschlossenen Bereich sezernieren sie 

Chlorwasserstoff (HCl) und Cathepsin K (57). HCl führt zur Verminderung des pH-Wertes 

und einer Demineralisierung des anorganischen Teils der Knochenmatrix, so dass der 

organische Anteil exponiert wird und durch Cathepsin K abgebaut werden kann (57). 

Die Osteoblasten übernehmen im Remodeling-Prozess den knochenaufbauenden Part. 

Sie entstehen, wie viele andere Zellen des Bindegewebes, aus mesenchymalen 

Stammzellen (MSCs) (58). Bei der Differenzierung der MSCs zu Osteoblasten nehmen 

die Transkriptionsfaktoren RUNX2 (Runt-related transcription factor 2) und Osx (Osterix) 

Schlüsselpositionen ein (59). Reife Osteoblasten sezernieren im aktiven Zustand unter 

anderem Proteine der organischen Knochenmatrix, auch Osteoid genannt (Kollagen I als 

Hauptbestandteil) und steuern - über die Abgabe von Calcium und Phosphat beladenen 

Vesikeln - die Mineralisierung der Matrix (60). Nach abgeschlossener Knochenbildung 

können Osteoblasten verschiedene Richtungen einschlagen. Zum einen können sie 

apoptotisch werden oder in einen inaktiven Zustand übergehen und sich als Saumzellen 

(bone lining cells) im Periost und Endost aufreihen. Weiterhin besteht die Möglichkeit, 

dass sie während des knochenaufbauenden Prozesses in der Matrix eingemauert 

werden und dort eine Transformation von Osteoblasten zu Osteozyten vollziehen (61).  

Die Organisation des Remodelings findet in BMUs (basic multicellular units) statt, die 

kleine, kegelförmige Umbauregionen im Knochen beschreiben, die Osteoklasten durch 

den Abbau von Knochen durch das Knochengewebe vorantreiben und nachfolgende 

Osteoblasten mit neugebildeter Matrix füllen (62). 
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1.3.3. Frakturheilung 
Die Heilung einer Fraktur ist eine bemerkenswerte und komplexe Fähigkeit des 

Organismus, die ihn in die Lage versetzt, geschädigtes Knochengewebe ohne die 

Bildung von Narben zu reparieren und die Knochenstruktur wieder so herzustellen, dass 

sie mit der Ausgangssituation vergleichbar ist (63). Die Frakturheilung kann auf zwei 

verschiedene Arten ablaufen. 

Bei der primären Frakturheilung kommt es zu einem Zusammenwachsen der 

Frakturenden ohne die Ausbildung eines sichtbaren Knochenkallus. Sie kann nur bei 

direktem Kontakt der Frakturenden ablaufen. 

Die sekundäre Frakturheilung ist ein mehrphasiger Prozess, bei dem ein bestehender 

Frakturspalt durch ein, initial knorpeliges Kallusgewebe, welches im weiteren Verlauf 

mineralisiert, überbaut wird (63).  

Eine primäre Frakturheilung ist in der Regel das angestrebte Ziel einer offenen Reposition 

und Osteosynthese in der modernen Unfallchirurgie. Sie erfordert eine anatomisch 

korrekte, spaltlose Reposition (< 1 mm) der Frakturenden und deren stabile Fixierung 

(interfragmentäre Zugschraube, dynamische Kompressionsplatten, dynamische 

Verriegelung einer Marknagelosteosynthese) (64). Die sekundäre Frakturheilung ist 

klinisch am häufigsten zu beobachten und kann als natürlicher Prozess der 

Knochenheilung betrachtet werden. Sie läuft immer dann ab, wenn z. B. keine 

anatomisch perfekte Reposition der Frakturenden stattgefunden hat, ein zu großer Defekt 

vorliegt oder die Fixierung der Frakturenden nicht absolut starr erfolgt ist und somit 

Bewegung zwischen ihnen möglich ist (65). Im Rahmen der Weiterentwicklung der 

Unfallchirurgie, mit Verständnis der Bedeutung des Weichteiltraumas, werden 

multifragmentäre, extraartikuläre Frakturen heute minimal-invasiv operativ stabilisiert 

(66). Dabei werden die Frakturenden in Achse, Länge und Rotation ohne anatomische 

Reposition der Einzelfragmete mittels Platten oder Nägeln stabilisiert. 

Die sekundäre Frakturheilung läuft in unterschiedlichen Phasen ab. In der Literatur finden 

sich Einteilungen in drei bis fünf verschiedene Phasen (63, 67, 68), die fließend 

ineinander übergehen und zum Teil simultan ablaufen. Wichtige Eckpunkte sind dabei: 

- Initiales Trauma 

- Frakturhämatombildung und inflammatorische Phase 

- Bildung eines weichen Kallus durch Grannulationsprozesse mit Angio- und 

Chondrogenese 

- Umbau zum harten Kallus durch Mineralisierungs-, Resorptions- und 
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Ossifikationsprozesse 

- Remodeling. 

Marsell et al. und Sfeir et al. behandeln in ihren Übersichtsarbeiten (65, 68) die dabei 

grundlegenden Mechanismen und Vorgänge. So steht am Anfang der Frakturheilung das 

initiale Trauma, bei dem das Knochengewebe und die umliegenden Weichteilstrukturen 

geschädigt werden (65, 68). Durch die Verletzung von Blutgefäßen kommt es zu 

Einblutungen in den Frakturspalt, den Markraum, zwischen Knochen und Periost und in 

das umliegende Weichteilgewebe. Das Blut im Bereich der Fraktur gerinnt durch die 

aktivierte Gerinnungskaskade und formiert sich zu einem fibrinreichen Frakturhämatom, 

in welchem sich zahlreiche Zellen aus dem peripheren Blut und dem Knochenmark 

befinden (65, 68, 69). In ihrer Gesamtheit bilden sie die Grundlage für die weitere 

Kallusbildung. Weiterhin immigrieren Immunzellen (u. a. Makrophagen, Lymphozyten 

und Monozyten), die über die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (z. B. 

Tumornekrosefaktor-α [TNF-α], IL-1, IL-6 und IL-11) eine inflammatorische Reaktion, die 

Differenzierung von Fibroblasten, Chondroblasten und Osteoblasten aus MSCs sowie die 

Angiogenese initiieren (65, 68, 69). Der inflammatorische Prozess im Bereich des 

frakturierten Knochens und umgebenen Weichteilgewebes geht zusätzlich mit den 

bekannten Kardinalsymptomen einer Entzündung einher, von denen besonders 

Schwellung und Schmerzen zu einer Einschränkung und Verminderung der 

Beweglichkeit führen und eine erste Stabilisierung der Fraktur bewirken (68).  

Im weiteren Verlauf erfolgt der Abbau von geschädigtem, nekrotischen Knochen- und 

umgebenden Weichteilgewebe durch Osteoklasten und Makrophagen. Differenzierte 

Fibroblasten und Chondroblasten sezernieren Kollagene (65, 68). Mit fortschreitender 

Angiogenese erfolgt, von den Frakturrändern ausgehend, die Ausbildung eines feinen 

Kapillarnetzes (65, 68). Durch diese kontinuierlichen Prozesse findet ein Umbau des 

Frakturhämatoms in einen weichen Kallus, bestehend aus gut vaskularisiertem, 

kollagenreichem Granulationsgewebe, statt (65, 68). Die Osteogenese läuft auf zwei 

verschiedenen Wegen ab. Im Bereich der gut vaskularisierten Frakturenden erfolgt die 

Ossifikation auf dem desmalen Weg (65). Osteoblasten, die aus MSCs differenzieren, 

sezernieren vom Frakturrand ausgehend neues Osteoid, welches im weiteren Verlauf 

mineralisiert (65). In den peripher gelegenen Bereichen des Kallus, die erst später 

vaskularisiert werden und aus mechanischer Sicht mehr Bewegung aufweisen, 

beschreitet die Ossifikation den chondralen Weg (65). In einem ersten Schritt wird der 
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Frakturspalt durch knorpeliges Gewebe durchbaut und stabilisiert, bis es in einem 

zweiten Schritt durch einwachsende Kapillaren und folgenden Geflechtknochen ersetzt 

wird (65). 

Als abschließender Schritt findet der Remodelingprozess statt. Der gebildete harte Kallus 

aus Geflechtknochen stellt eine stabile Überbauung des Frakturspalts dar, jedoch 

entsprechen seine biomechanischen Eigenschaften nicht denen des ursprünglichen, 

lamellären Knochens (65, 68). Bei dem am längsten dauernden Schritt der Heilung 

resorbieren Osteoklasten den Geflechtknochen und nachfolgende Osteoblasten bilden 

neuen Lamellenknochen, bis die Knochenarchitektur der Ausgangssituation ähnelt (65, 

68). 
 

1.3.4. Posttraumatische, systemische Immunantwort 
Traumata können nicht nur zu einer lokalen Reaktion führen, sondern mit zunehmender 

Verletzungsschwere zusätzlich systemische immunologische Reaktionen hervorrufen. 

Bei überschießenden Immunantworten des Organismus kann sich dieses klinisch als 

systemisches inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS) manifestieren, welches bis 

hin zum Multiorganversagen (MOV) eskalieren kann (70-72). 

Das initiale Trauma führt zu einer Schädigung von Gewebe und Zellen, wodurch es zu 

einer Freisetzung von Biomolekülen wie z. B. Hitzeschockproteinen, Matrix-, Membran-, 

RNA- und DNA-Bestandteilen (73), den DAMPs (Damage-associated molecular patterns) 

kommt, die dem Immunsystem unter physiologischen Bedingungen nicht exponiert sind 

(71). Über Pattern Recognition Receptors (PRRs) aktivieren sie die humoralen und 

zellulären Komponenten des angeborenen Immunsystems, was über verschiedenste 

Signalkaskaden zu einer Freisetzung proinflammatorischer (TNF- α, IL-1b, -6, -8) und 

antiinflammatorischer Zytokine (IL-4, -6 -10, -13 und Transforming Growth Factor-β [TGF-

β]) führt (72, 74). Besonders IL-6 sticht dabei mit pro-, als auch antiinflammatorischen 

Charakteristika hervor (74). 

Hinzu kommt, dass besonders das schwere Trauma häufig mit einem HS 

vergesellschaftet ist (38). Über das Zusammenspiel verschiedener Faktoren wie die 

Hämorrhagie, freigesetzte Stresshormone (Kortisol, Katecholamine) und Zytokine kann 

es zu einer Beeinflussung der Hämodynamik, besonders der Mikrozirkulation kommen, 

die in einem Ischämie-/Reperfusionsschaden resultieren können (70). Dabei ist das 

Ausmaß des Reperfusionsschadens, dem multifaktorielle Pathomechanismen zugrunde 

liegen, im Wesentlichen abhängig von der Dauer und der Ausdehnung der 
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vorhergehenden Ischämie (75). Als wesentliche Pathomechanismen seien dabei zum 

einen der Energiemangel und die konsekutive Laktatakkumulation durch anaerobe 

Glycolyse genannt sowie die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen durch gewebs- 

und endothelständige Mastzellen und Makrophagen. Weiterhin kommt es zur Immigration 

und endothelialen Adhäsion von u. a. neutrophilen Granulozyten, die reaktive 

Sauerstoffspezies und weitere Zytokine freisetzen und somit zu einer Inflammation und 

Schädigung des Endothels und der Endorgane führen (75). Auf diesem Wege kommt es 

zu einer weiteren Freisetzung von DAMPs, die eine exponentiell gesteigerte, 

überschießende, systemische Zytokinfreisetzung induzieren, was sich klinisch im SIRS 

manifestiert und bei Persistenz zu MOV führen kann (75, 76). 

IL-6 und sein löslicher Rezeptor (sIL-6R) spielen bei der posttraumatischen 

Immunantwort eine zentrale Rolle (77). Über seine vielfältigen Signalwege (siehe 1.3.5) 

hat es Einfluss auf Zellen der unspezifischen sowie der spezifischen Immunabwehr und 

ist somit bei der Verbindung des angeborenen und adaptiven Immunsystems beteiligt 

(74, 78). So konnte gezeigt werden, dass erst das Zusammenspiel von IL-6 und sIL-6R 

den Übergang der frühen Infiltration von neutrophilen Granulozyten hin zu 

mononukleären Zellen orchestriert (79).  

In verschiedenen Studien zeigten sich u. a. die Korrelationen zwischen dem IL-6-

Serumspiegel und der Gesamtverletzungsschwere, der Ausdehnung von operativen 

Maßnahmen, dem Auftreten von MOV und der Prognose der Patienten, was die 

Bedeutung des IL-6-Systems weiter unterstreicht (80-82). 

 

1.3.5. Interlerukin-6, Interleukin-6-Rezeptoren und Transsignaling 
IL-6 ist mit seinen membrangebundenen, als auch löslichen Rezeptoren ein wichtiger 

Mediator der posttraumatischen Immunantwort. Unter physiologischen Bedingungen 

produzieren Lymphozyten, Adipozyten, Keratinozyten, Fibroblasten und Endothelzellen 

IL-6 und halten einen Basalwert im Plasma aufrecht. Durch z. B. Infektionen, Tumor- und 

chronisch entzündliche Erkrankungen kann die IL-6 Freisetzung und dessen 

Plasmaspiegel um ein Vielfaches ansteigen (83). Weiterhin konnten wir während der 

Etablierung unseres Polytrauma-Mausmodells den HS als Induktor für IL-6 nachweisen 

(84). 

Strukturell ist IL-6 ein aus 184 Aminosäuren bestehendes Polypeptid, welches in vier 

α-Helices angeordnet ist (85). Es kann als Ligand zum einen am membranständigen 
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Interleukin-6-Rezeptor (IL-6-R), als auch am löslichen Interleukin-6-Rezeptor (sIL-6R) 

binden (86).  

Der klassische Signalweg erfolgt über den membrangebundenen Rezeptorkomplex, der 

aus zwei wesentlichen Untereinheiten besteht (86). Zum einen aus dem IL-6-R (auch 

IL-6-Rα, gp80), der nicht signaltransduzierend ist und dem signaltransduzierenden, 

transmembranären Glycoprotein 130 (gp130, auch IL-6Rβ) (86, 87). IL-6 und der 

spezifische IL-6R (IL-6Rα) binden und bilden den IL-6/IL-6R-Komplex, welcher die 

Dimerisation des assoziierten gp130 initiiert und über eine Aktivierung des JAK-STAT-

Signalweges, als auch des MAP-Kinase-Weges die Expression intrazellulärer Gene 

stimuliert (86-88). Der klassische IL-6-Signalweg ist vom membrangebundenen IL-6R 

abhängig, der jedoch hauptsächlich auf Monozyten, Makrophagen, Hepatozyten und 

vereinzelt auf Lymphozyten exprimiert wird. IL-6 vermittelt über diesen Weg überwiegend 

regulatorische und antiinflammatorische Effekte (88).  

Über einen alternativen IL-6-Signalweg, den sogenannten Transsignaling-Mechanismus, 

können auch Zellen durch IL-6 stimuliert werden, die auf ihrer Membran keinen IL-6R 

exprimieren (88, 89). Die Signaltransduktion erfolgt beim Transsignaling ebenfalls über 

das Transmembranprotein gp130. Gp130 ist nicht nur eine Rezeptoruntereinheit für den 

membrangebundenen IL-6R, sondern auch Bestandteil weiterer Rezeptoren wie u. a. für 

IL-11, IL-27, CLC (cardiotrophin like cytokine) und LIF (leukemia inhibitory factor) (88). 

Im Gegensatz zum membrangebundenen IL-6R, der wie bereits beschrieben nur auf 

einigen Zellen exprimiert wird, ist gp130 hingegen ubiquitär und in höherer Dichte auf den 

Zellen vorhanden (88). Beim Transsignaling bindet IL-6 am agonistisch wirkenden 

sIL-6R, der eine ähnliche Affinität zu IL-6 aufweist, wie der membrangebundene 

Rezeptor. IL-6, sowie sIL-6R haben allein keine Affinität zu gp130. Bilden sie jedoch den 

sIL-6R/IL-6-Komplex, so kann dieser an gp130 binden (88). Der Transsignaling-

Mechanismus hat aufgrund der höheren Dichte an gp130, welches zusätzlich auf allen 

Zellen lokalisiert ist, eine höhere Signalamplitude zur Folge, als der klassische Signalweg 

und vermittelt hauptsächlich proinflammatorische Effekte (88). 

Die Bildung und Freisetzung des sIL-6R kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Zum 

einen über Shedding, der proteolytischen Abspaltung des α-Rezeptors vom 

membranständigen IL-6R mittels ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) oder 

durch alternatives Splicing der IL-6R-mRNA (88). Wir konnten bereits zeigen, dass auch 

der HS ein Induktor für den sIL-6R darstellt (84). 
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In einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe wurde die Transsignaling-Ratio (TSR) 

etabliert, die sich mittels der Quotienten aus den Blutkonzentrationen von IL-6 und sIL-6R 

errechnet (77). Dabei gilt die Annahme, dass die Höhe der TSR ein Maß für die 

agonistische, proinflammatorische Aktivität des Transsignalings darstellt. Durch 

vermehrtes Transsignaling kommt es zu einer Abnahme das sIL-6R, da dieser im Zuge 

der Komplexbildung mit IL-6 (IL-6/sIL-6R-Komplex) und der anschließenden Bindung an 

gp130 verbraucht wird. Eine erhöhte TSR korrelierte mit dem Auftreten von 

Organversagen, SIRS und einem schlechteren Outcome der Patienten (77). 

 

1.3.6. Einfluss von Interleukin-6 auf die Frakturheilung 
Sowohl auf lokaler als auch auf systemischer Ebene scheint das Gleichgewicht von pro- 

und antiinflammatorischen Zytokinen einen entscheidenden Einfluss auf den 

Knochenheilungsprozess zu haben. 

So wurde gezeigt, dass IL-6 einen beschleunigenden Effekt auf die Kallusbildung sowie 

die Knochenheilung selbst hat (90). Im Umkehrschluss zeigten IL-6-deplettierte Mäuse 

eine reduzierte Kallusbildung und eine vermehrte Knochenresorption (91). Diese Effekte 

unterstreichen die zentrale Rolle des IL-6-Systems auf die Frakturheilung. 

Hingegen ist der genaue Einfluss eines HS auf das posttraumatische Immunprofil und 

folglich auch auf die Frakturheilung noch nicht geklärt. Es ist bekannt, dass es 

Interaktionen zwischen HS und der Frakturheilung gibt und sie einen prognostischen 

Einfluss auf die individuelle Heilung zu haben scheinen. Obwohl klinische Studien eine 

verzögerte Knochenheilung bei Polytraumata zeigten, wird der Einfluss eines HS auf 

individuelle Heilungsvorgänge kontrovers diskutiert. Studien zeigen bei 

polytraumatisierten Patienten mit HS sowohl eine verminderte (90, 92, 93), als auch eine 

verbesserte (94, 95) Frakturheilung. 

Bumann et al. zeigten eine verbesserte Frakturheilung bei Ratten mit induziertem HS 

gegenüber der Vergleichsgruppe mit isolierter Fraktur (94). Lucas et al. untersuchten 

gleichfalls den Einfluss eines HS an Ratten und beschrieben eine systemische 

osteogenetische Antwort, die sich in gesteigerter Mineralapposition der Spongiosa, 

erhöhten Osteoblastenzahlen und ebenso erhöhtem Serumlevel an osteogenem 

Wachstumspeptid zeigte (95). Eine Untersuchung an Schafen mit Tibiafraktur und HS 

erbrachte keine Einflüsse auf die mechanische Stabilität, die Knochenbildung oder das 

Kallusremodeling (96). Neunaber et al. induzierten bei Mäusen einen HS, isolierten 

anschließend Osteoprogenitorzellen aus dem Knochenmark und differenzierten diese in 
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vitro zu Osteoblasten und Osteoklasten (97). Es wurden nur eine geringe Beeinflussung 

der Osteoblastendifferenzierung und Mineralisationskapazität, jedoch eine verringerte 

Alpl-Genexpression beobachtet, woraus ein Einfluss des HS auf die 

Mineralisierungskapazität zu schlussfolgern sei (97). Weiterhin zeigte sich nach dem HS 

eine deutlich verzögerte Osteoklastendifferenzierung in der Zellkultur, welche in vivo 

theoretisch zu einer verminderten Resorption an nekrotischem Knochen führe. Die 

verzögerte Differenzierung sei auf den Einfluss von RANKL/OPG zurückzuführen, für 

welche noch in Vivo verminderte (RANKL) sowie erhöhte (OPG) Serumspiegel gemessen 

wurden (97). Wichmann et al. fanden bei Untersuchungen am murinen Sepsis- und 

Schockmodell verminderte Osteocalcin-Plasmaspiegel und eine erhöhte Anzahl an 

Osteozytennekrosen, was zu verzögerter oder erschwerter Frakturheilung führte (90, 92). 

Andermahr et al. verglichen polytraumatisierte Patienten mit und ohne Schädel-Hirn-

Trauma (SHT) (93). Sie fanden bei den polytraumatisierten Patienten mit SHT einen 

verminderten Kollagenabbau, der gegenüber der Patientengruppe ohne SHT eine 

verstärkte Osteogenese zur Folge hatte (93). Die Arbeitsgruppe um Recknagel et al. 

induzierte bei Ratten eine starke posttraumatische Immunantwort mittels eines stumpfen 

Thoraxtraumas und untersuchte die Frakturheilung im Vergleich zu Versuchstieren mit 

einer isolierten Fraktur. In der Gruppe mit stumpfen Thoraxtrauma kam es zu einer 

verschlechterten Frakturheilung mit vermindertem Kallusvolumen und einer verringerten 

Biegefestigkeit gegenüber der Kontrollgruppe (98). 

Angesichts der Kontroverse in der Literatur und anhand klinischer Erfahrungen ist 

ersichtlich, dass der Effekt des Polytraumas und des Transsignaling auf die 

Frakturheilung nicht abschließend geklärt ist. Zur Untersuchung dieses Sachverhaltes 

etablierten wir ein neuartiges Langzeitüberlebens-Mono-/ Polytrauma-Mausmodell, dass 

die klinisch relevanten Verletzungsmuster imitiert (84). Das Mausmodell kombiniert einen 

HS mit einer Femur- und Tibiafraktur, um systematisch den Einfluss des HS und des 

Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung zu untersuchen. 
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1.4. Fragestellung 
 

Im Rahmen dieser Dissertation stellten wir uns folgende Fragen: 

I. Gibt es Unterschiede der Frakturheilung zwischen Mono- und Polytrauma? 

II. Welchen Einfluss hat der Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung 

beim Monotrauma? 

III. Welchen Einfluss hat der Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung 

beim Polytrauma? 

IV. Gibt es Unterschiede der Frakturheilung bezüglich des Transsignaling-

Mechanismus im Mono- und Polytrauma?  

V. Welchen Einfluss hat die Modulation des Transsignaling-Mechanismus auf die 

Aktivität der Osteoklasten und Osteoblasten? 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Studiendesign 
 
In dieser tierexperimentellen Studie untersuchten wir den Einfluss von IL-6 und des 

IL-6-Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung im Mono-/ Polytrauma- 

Mausmodell. Die Studie wurde nach den internationalen Regularien für Tierexperimente 

durchgeführt und durch die zuständige Tierschutzbehörde genehmigt (Landesamt für 

Gesundheit und Soziales, Landesbehörde des öffentlichen Gesundheitsdienstes in 

Berlin, [LAGeSo, Nr. G 0274/10]). 

In der hier vorliegenden Promotion handelt es sich um ein Teilprojekt des Projektes 

„TiREX“ der AG Polytrauma (Abb. 1). Die Versuche wurden am Julius Wolff Institut für 

Biomechanik und Muskuloskeletale Regeneration der Charité durchgeführt. Insgesamt 

wurden in diesem Teilprojekt 36 Versuchsmäuse in die Studie eingeschlossen. Die 

Operationen an den Mäusen fanden zwischen Januar 2011 und Januar 2014 statt. 

Zur Untersuchung des Einflusses von IL-6 und des Transsignaling-Mechanismus auf die 

Frakturheilung wurde den Versuchstieren in Narkose operativ ein standardisiertes 

Mono- bzw. Polytrauma induziert (84). Das IL-6-System wurde mittels der Gabe von 

IL-6R bzw. durch die Gabe von IL-6R-Ak modelliert. Nach anschließender 21-tägiger 

Heilungsphase erfolgte die Finalisierung der Versuchstiere und die anschließende 

Analyse der abgelaufenen Frakturheilung mittels µCT und histologischer Aufarbeitungen.  

 

 

Abb. 1: Schematischer Ablauf der hier vorliegenden Arbeit im Rahmen des Projektes „TiREX“ der AG 
Polytrauma. 
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2.2. Versuchstiere und Gruppenverteilung 
 
Es wurden weibliche, 12 bis 14 Wochen alte C57BL/6N Mäuse (Charles River 

Laboratories) verwendet. Die Mäuse wurden bei 22 ± 2 °C Raumtemperatur und einem 

12 h Licht/ Tag Zyklus in Macrolan-Käfigen gehalten. Die Fütterung erfolgte mittels 

konventionellem Maus-Pellet-Futter und Wasser ad libitum. Nach einer einwöchigen 

Akklimatisierungsphase erfolgte die randomisierte Verteilung von 36 Versuchstieren auf 

6 Gruppen mit jeweils 6 Tieren: 

 

I. Fraktur (Fx; Femur- und Tibiafraktur) 

II. Fx + sIL-6R-Applikation (10 μg intraperitoneal, recombinant mouse IL-6Rα, 

R&D Systems, Minneapolis, USA) 

III. Fx + sIL-6R-Ak-Applikation (100 μg intraperitoneal, LEAFTM Purified anti-

mouse CD126 antibody IL6-Rα chain, BioLegend, San Diego, USA) 

IV. Polytrauma (PT; Fx + HS) 

V. PT + sIL-6R-Applikation (10 μg intraperitoneal, recombinant mouse IL-6Rα, 

R&D Systems, Minneapolis, USA) 

VI. PT + sIL-6R-Ak-Applikation (100 μg intraperitoneal, LEAFTM Purified anti-

mouse CD126 antibody IL6-Rα chain, BioLegend, San Diego, USA) 

 

Die Gruppen I - III repräsentieren das Monotrauma, welches in Form einer 

Kettenverletzung durch eine Femur- und Tibiafraktur simuliert wurde. In Versuchsgruppe 

I wurde zusätzlich zum Monotrauma kein weiterer Einfluss auf die posttraumatische 

Immunantwort vorgenommen. In Gruppe II wurde durch die i.p. Applikation von sIL-6R 

eine zusätzliche Steigerung der posttraumatischen Immunantwort über den 

Transsignaling-Mechanismus induziert. Gruppe III erfuhr durch die Applikation von 

sIL-6R-Ak eine Blockierung des Transsignaling-Mechanismus. 

Die Gruppen IV - VI repräsentieren das Polytrauma, welches durch die Kombination der 

Kettenverletzung mit einem zusätzlichen HS simuliert wurde. Die Gruppenverteilung 

erfolgte beim Polytrauma analog zum Monotrauma. Versuchsgruppe IV erhielt in diesem 

Falle neben der Polytraumatisierung keine zusätzliche Alteration des Transsignaling-

Mechanismus. Gruppe V erfuhr wiederum eine Stimulierung des Transsignaling-

Mechanismus durch die i.p. sIL-6R-Gabe. In Gruppe VI erfolgte eine Blockierung des 

Transsignaling-Mechanismus via einer i.p. sIL-6R-Ak-Applikation. 
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2.3. Operative Intervention und Probengewinnung 
 

2.3.1. Anästhesie und Monitoring  
Die operative Intervention wurde unter einer Isoflurannarkose ([Isofluran Baxter 

International, Deerfield, Illinois, USA] 1,6 Vol.-%; N2O: 0.3 L/min, O2: 1.8 L/min), bei 

Spontanatmung der Versuchstiere durchgeführt. Die Zufuhr des Narkosegasgemisches 

erfolgte über eine maßangefertigte Maske (einschließlich eines Abluftsystems für die 

Ausatemluft und des überschüssigen Narkosegasgemisches), die mit einem Verdampfer 

verbunden war. Weiterhin wurden die Mäuse gewogen und erhielten eine 

gewichtsadaptierte, subkutane Injektion mit Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma 

GmbH, München, Deutschland) 0,03 mg/kg, sowie zur perioperativen antimikrobiellen 

Prophylaxe eine einmalige subkutane Clindamycininjektion mit 8 mg/kg (Clindamycin-

ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) verabreicht. Die Überwachung der 

korrekten Narkosetiefe wurde über die Messung der Herz- und Atemfrequenz und einer 

entsprechenden Anpassung des Narkosegasflusses gewährleistet. Zur 

Aufrechterhaltung der Körpertemperatur erfolgte eine Lagerung der Mäuse in 

Rückenlage auf einer regulierbaren Wärmeplatte. Die Messung der Köpertemperatur 

(Ziel 37,0 ± 0,5 °C) geschah über einen rektalen Messfühler und einer entsprechenden 

Anpassung der Wärmeplatte. Die EKG-Ableitung erfolgte über Nadelelektroden 

(ADInstruments, Dunedin, Neuseeland), die mit beiden Vorderbeinen und dem linken 

Hinterbein verbunden wurden. Eine invasive Blutdruckmessung erfolgte über die 

Kanülierung der rechten A. carotis communis (unter Verwendung von ADInstruments 

Power Lab 4/30, Animal Bio Amp ECG, Bridge Amp, Memscap SD844 physiological 

pressure transducer und LabChart 7 Software; ADInstruments, Dunedin, Neuseeland). 

Für die postoperative Analgesie wurden in den ersten drei Tagen 25 mg/L Tramadol 

(Tramal®, Grünenthal, Aachen, Deutschland) zum Trinkwasser hinzugefügt.  

 

2.3.2. Einleitung und Kontrolle des hämorrhagischen Schocks  
Die Simulation des HS erfolgte aus einer Kombination der Methoden von Wichmann und 

Vollmar (92, 99). Nach der Einleitung der Narkose wurde die Maus in Rückenlage, für die 

mikrochirurgische Präparation, positioniert (Abb.2, links). Ein PE10 Polyethylenschlauch 

(Innendurchmesser 0,28 mm, Außendurchmesser 0,61 mm; Schubert Medizinprodukte 

GmbH & Ca. KG, Wackersdorf, Deutschland) wurde in die rechte A. carotis communis 

mikrochirurgische via Arteriotomie eingelegt (Abb. 2, rechts), um den arteriellen Blutdruck 
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zu messen (physiological pressure transducer, ADInstruments, Dunedin, Neuseeland). 

Die korrekte Narkosetiefe wurde via Blutgasanalyse der kanülierten Arterie (Na-Heparin 

Hämatokrit-Kapillare 60 µl; Hirschmann®, Neckartenzlingen, Deutschland; ABL800 Flex, 

Radiometer®, Krefeld, Deutschland) verifiziert. Anschließend erfolgte die Einleitung des 

HS. Über einen Zeitraum von 10 min wurde arterielles Blut abgezogen, bis ein mittlerer 

arterieller Blutdruck von 35 - 40 mmHg erreicht war. Dieser mittlere arterielle Blutdruck 

wurde für einen Zeitraum von 1 h aufrechterhalten und über eine weitere Blutentnahme, 

bzw. über die Gabe von Ringer-Lösung (B. Braun Melsungen AG; Melsungen, 

Deutschland) im Zielbereich gehalten. Um in der Phase des HS die ausreichende Atmung 

und Oxygenierung sicherzustellen, fanden regelmäßige Blutgasanalysen zur Kontrolle 

der O2- und CO2-Partialdrücke, sowie Messungen von Hämoglobin (Hb) und 

Hämatokrit (Hct) statt. Der Schockzustand wurde über die standardisierte Dauer von 

20 min durch die Infusion der 1,5-fachen Menge Ringer-Lösung des zuvor 

abgenommenen Blutvolumens beendet. Nach anschließender Entfernung des Katheters 

aus der rechten A. carotis communis, der Ligatur der Arterie und Hautnaht mittels 

ProleneW 5.0 (Ethicon) wurde das Versuchstier - in Vorbereitung auf die Osteotomie des 

Femurs und die geschlossene Tibiafraktur - in Rechtsseitenlage gedreht.  

 

 
Abb. 2: Links: Versuchsaufbau mit narkotisierter Maus, anliegenden EKG-Elektroden und invasiver 
Blutdruckmessung. Rechts: Detailaufnahme durch ein Auflichtmikroskop: rechte A. carotis communis mit 
einliegendem Polyethylenschlauch. 
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2.3.3. Induktion der Femur- und Tibiafraktur 
Die Durchführung der Femur- und Tibiafraktur folgten nacheinander. Begonnen wurde 

mit der Femurosteotomie, gefolgt von der externen Fixation (Abb. 3, links). Anschließend 

wurde mittels 3-Punkt-Biegetechnik eine geschlossene Tibiafraktur induziert 

(Abb. 3, rechts). 

Für die Osteotomie des rechten Femurs wurde der ipsilaterale Oberschenkel rasiert und 

mit Povidon-Iod (Braunol®; B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) 

desinfiziert. Der chirurgische Zugang erfolgte über eine laterale Hautinzision im Bereich 

zwischen den Flexoren und Extensoren. Es erfolgte die weitere stumpfe Präparation 

entlang der Muskelsepten bis zur Identifizierung und Freilegung des lateralen 

Femurkortexes. Im Anschluss erfolgten vier Bohrungen, je zwei proximal und distal von 

der geplanten Osteotomieposition, die bikortikale Fixierung von vier Schanzschrauben 

(Gewindedurchmesser 0,45 mm, Schaftdurchmesser 0,8 mm) und die anschließende 

Befestigung des Fixateurs externe (MouseExFix, RISystem, Davos, Schweiz). Mittels 

einer Gigli Drahtsäge (Ø 0,66 mm, AO Development Institute, Davos, Schweiz) erfolgte 

daraufhin eine quer zur Femurdiaphyse verlaufende Durchtrennung des Knochens. 

 

Abb. 3: Links, Kleber C, 2012, AG Polytrauma: Mausfemur mit angebrachtem Fixateur externe und mittiger 
Osteotomie. Rechts: verwendete Vorrichtung zur Erzeugung der Biegefraktur im Bereich der Tibia mittels 
3-Punkt-Biegetechnik. 

Vor der Erzeugung der geschlossenen Tibiafraktur erfolgte die Flexion im Bereich des 

Knies und eine parapatellare Inzision zur Identifizierung des exakten Eintrittspunktes 

(medial des Ligamentum patellae) für eine antegrade intramedulläre Marknagelung 
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mittels einer Kanüle (BD MicrolanceTM 3, 27G ¾“, 0,4 mm x 19 mm, Heidelberg, 

Deutschland). Nach Eröffnung des tibialen Kortexes wurde die 0,4 mm Kanüle, unter 

leichten Drehbewegungen und der tibialen Axe folgend, in den Markraum eingeführt. Die 

geschlossene Tibiafraktur wurde nach der 3-Punkt-Biegetechnik erzeugt (100). 

Die richtigen Implantatposition wurde noch vor der Narkoseausleitung klinisch 

(achsgerechte Ausrichtung und Torsionsstabilität) und röntgenologisch verifiziert 

(Abb. 4). Es erfolgten tägliche postinterventionelle Visiten der Versuchsmäuse. Am 21. 

postoperativen Tag erfolgte eine abschließende Röntgenkontrolle der erfolgreichen 

Frakturheilung (28 kV, 8 s, Faxitron MX 20, Illinois, USA).  

 

Abb. 4: Ausschnitt einer postoperativen Röntgenkontrolle. Die Osteotomie des Femurs sowie der 
Frakturspalt der Biegefraktur im Bereich der Tibia sind deutlich erkennbar. Weiterhin ist die regelrechte 
Materiallage des Fixateuer externe und des Tibianagels bei insgesamt achsgerechter Fragmentstellung zu 
sehen. 
 

2.3.4. Euthanasierung und Probenentnahme 
Am 21. postoperativen Tag wurden die Versuchsmäuse durch eine intraperitoneale 

Injektion von Ketamin (Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH, Wien, Österreich) 

60 mg/kg Körpergewicht und Medetomidin 0,3 mg/kg Körpergewicht (Domitor®, Orion 

Pharma, Zug, Schweiz) in tiefe Narkose versetzt, bis auf äußere Reize keine 

Reflexantwort mehr ersichtlich war. Die Mäuse wurden anschließend in Rückenlage 

fixiert. Der Tod trat im Versuch durch eine maximale Blutentnahme aus dem Herzen ein 
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(subxiphoidaler Einstich in Richtung des linken Akromioklavikulargelenkes). Zusätzlich 

zur kardialen Punktion wurde die Halswirbelsäule überstreckt. Der 

Untersuchungszeitpunkt am 21. postoperativen Tag wurde bei der Planung dieses 

Projektes in der Fachkonferenz am Julius Wolff Institut festgelegt. Dieser Zeitpunkt gilt 

institutsintern für alle zur Knochenheilung durchgeführten Projekte und garantiert die 

Vergleichbarkeit auch zwischen verschiedenen Studien (101, 102). 21 Tage nach einer 

Osteotomie mit einer Spaltgröße von 0,66 mm am Mausmodell ohne weitere Intervention 

ist die Heilung und Überbrückung des Spaltes in der Regel noch nicht vollständig 

abgeschlossen. Dies bedeutet, dass eine Heilungsverbesserung oder Verschlechterung 

im direkten Vergleich der verschiedenen Therapiegruppen besser detektiert werden kann 

(101, 103). 

Es folgte die Entnahme des rechten Beines durch Exartikulation im Hüftgelenk mit 

anschließender Präparation (Entfernung von Fell, Haut, Nahtmaterial und eine Reduktion 

des muskulären Weichteilmantels zur besseren anschließenden Fixierung). 

 

2.3.5. Probenfixierung und Kryo-Einbettung 
Sofort nach der Entnahme der Knochenproben erfolgte eine Vorfixierung für 2 h in 4%iger 

PFA-Lösung (Paraformaldehyde; Merck, Darmstadt, Deutschland) und eine 

anschließende Dehydrierung der Proben in aufsteigend konzentrierten Zuckerlösungen 

(Saccharose, Haushaltszucker; 10 %, 20 % und 30 %) für je 24 h und bei 4 °C. Die 

maximale Lagerungsdauer der Femora durfte 7 Tage in den Zuckerlösungen bei 4 °C 

betragen. Die so präparierten Knochenproben wurden mittels µCT gescannt (siehe 2.4.) 

und im Anschluss in Super Cryo Embedding Medium (SCEM, Section-Lab Co. Ltd. 

Hiroshima, Japan) eingebettet und schockgefrostet. Dazu wurden Femur und Tibia einer 

Probe im Kniegelenk voneinander getrennt und auf einer Lage Einbettmedium in eine 

selbstgebaute, quaderförmige (4 cm x 3 cm x 3 cm) Gefrierform gegeben und mit einer 

weiteren, blasenfreien Schicht Kryo-Medium bedeckt. Zum Schockfrosten wurde ein 

Thermobehälter für flüssigen Stickstoff mit Aceton (SIGMA ALDRICH GmbH, Steinheim, 

Deutschland) und Trockeneis (CO2, -78,5 °C) gefüllt. In das Aceton-Trockeneis-Gemisch 

wurde ein mit n-Hexan (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) gefülltes 

Becherglas gestellt und in dieses die Gefrierformen gehalten, bis die Proben und das 

Einbettmedium komplett gefroren waren. Die Lagerung der Proben erfolgte bis zur 

weiteren histologischen Aufarbeitung (siehe 2.5.) bei -80 °C. 
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2.4. µCT-Bildgebung und Analyse 
 
In dieser Arbeit wurden in vitro µCT-Aufnahmen für die Analyse der Frakturheilung 

durchgeführt (vivaCT40, SCANCO Medical, Brüttisellen, Schweiz; Abb. 6, links). In 

Vorbereitung auf die Bildgebung wurden die Proben mit montiertem Fixateur externe in 

einen maßangefertigten Probenhalter eingespannt (Abb. 5). Im Anschluss erfolgte die 

Entfernung des Fixateurs externe. Durch die sichere Fixierung im Probenhalter wurden 

so sekundäre Dislokationen der verheilten Frakturen entgegengewirkt. 

 

 
 

Abb. 5: Für den Probenhalter wurde eine Einwegpipette aus Kunststoff gekürzt und längs eröffnet. In einem 
zweiten Schritt erfolgte die, hier nur symbolisch dargestellte, Reduktion des Weichteilmantels, um den 
Knochen in die eröffnete Pipette einzubringen. Nach dem Einspannen des Femurs erfolgte die Entfernung 
des Fixateurs externe (hier nicht dargestellt). Im letzten Schritt wurde die Pipette mit eingespanntem Femur 
in ein Zentrifugenröhrchen (15 ml Falcon® Conical Centrifuge Tubes, Corning, New York, USA) 
eingebracht, welches möglichst luftfrei mit 30%iger Zuckerlösung gefüllt wurde. 

 
Insgesamt wurden 400 Schnittbilder mit einer Auflösung von 10 µm isotopischer Voxels 

(55 kV, 142 µA) aufgenommen. In einer Übersichtsröntgenaufnahme wurde der verheilte 

Frakturspalt mittig platziert. Für die Analyse der Femurfrakturen wurde das VOI (volume 

of interest), ausgehend von der Frakturspaltmitte, mit je 1 mm (95 Schnittbilder) nach 

proximal und distal definiert. Somit ergab sich eine Gesamtlänge des VOI von 2 mm 

(190 Schnittbilder). Für die Bestimmung der Frakturspaltmitte wurden bei jeder Probe das 

jeweils erste proximal und distal des Frakturspaltes gelegene CT-Schnittbild identifiziert 

(transversale Schnittführung), in welchen die zirkuläre Kortikalis erstmals 

diskontinuierlich erschien (Abb. 6, rechts). Über die Berechnung des arithmetischen 
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Mittels erfolgte die Festlegung desjenigen CT-Schnittbildes, welches den Mittelpunkt des 

Frakturspaltes markierte. Die Analyse wurde mit der IPLv5.15 Software (SCANCO 

Medical, Brüttisellen, Schweiz) durchgeführt. Es wurden folgende Parameter bestimmt: 

- bone volume (BV): gesamtes Knochenvolumen (mm3) im VOI unter der 

Verwendung der Grenzwerte + 242 bis + 1000 

- total volume (TV): gesamtes Volumen des VOI unter der Verwendung der 

Grenzwerte + 242 bis + 1000 

- Knochenvolumenverhältnis (BV/TV): Gesamter Anteil des mineralisierten 

Knochens  

- Kalluszentrum: Kallusvolumen im Zentrum der Osteotomie. Der mediane CT-

Schnitt des Osteotomiespaltes (Bestimmung oben beschrieben) und die 

beiden benachbarten Schnittbilder wurden in die Analyse einbezogen und 

durch deren Mittelwert dargestellt. Der kortikale Knochen wurde manuell aus 

der Analyse mit den Grenzwerten -1000 und +1000 entfernt. 

- Kallusranddefekt: Die ersten drei Schnitte vom Beginn der 

Kallusdiskontinuität jeder Seite wurden analysiert (insgesamt 6 Schnittbilder) 

und durch deren Mittelwert dargestellt. Der kortikale Knochen wurde manuell 

aus der Analyse mit den Grenzwerten - 1000 und + 1000 entfernt. 

- Knochenvolumen der Kortikalis: Gesamtes Volumen des kortikalen 

Knochens (mm3) innerhalb des VOI. Die Analyse wurde mit den Grenzwerten 

von - 1000 und + 1000 durchgeführt. 
 

 
Abb. 6: Links: Eingespannter Probenhalter vor dem Einbringen in das µCT. Rechts: transversales 
Schnittbild durch einen Femurknochen. Im Bild ist die grün eingezeichnete ROI erkennbar. Weiterhin ist 
eine Unterbrechung der Kortikalis auf ca. 5 Uhr sichtbar. 
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2.5. Histologische Aufarbeitung  
 
Für die weitere histologische Aufarbeitung wurden Gefrierschnitte mit einem Kryotom 

(Leica CM3050S, Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Eine 

Stunde vor dem Anfertigen der Schnitte wurden die Proben zur Temperaturanpassung 

aus dem Tiefkühlschrank (-80 °C) in die Arbeitskammer des Kryotoms (-20 °C) überführt. 

Die Proben wurden nach ihrer Akklimatisierung eingespannt und 7 µm dicke 

Längsschnitte der Femura angefertigt. Dafür erfolgte zunächst ein Trimmen der Proben, 

bis der Markraum der Diaphysen gleichmäßig eröffnet war (Abb. 7, links). Im Anschluss 

wurde ein Kryofilm (Cryofilm type II C (9), Section-Lab Co. Ltd. Hiroshima, Japan) auf die 

Proben aufgeklebt und im Anschluss der 7 µm starke Schnitt durchgeführt (Abb. 7, Mitte). 

Es erfolgte die Übertragung des Kryofilms mit dem anhaftenden histologischen Schnitt 

auf einen Objektträger (Marienfeld) und dort die Befestigung an den Rändern mit 

Klebestreifen (Tesafilm®, Tesa Ag, Hamburg, Deutschland; Abb. 7, rechts). Nach 

anschließender Lufttrocknung erfolgte die Lagerung bis zum Gebrauch bei -80 °C.  

Beim Anfertigen der Kryoschnitte ist eine Probe der PT + sIL-6R-Gruppe zerbrochen, so 

dass für die histologischen Analysen dieser Versuchsgruppe eine verminderte 

Gruppenstärke von n = 5 resultierte. Dies ist im Ergebnisteil an entsprechender Stelle 

gekennzeichnet. 

 

 

Abb. 7: Darstellung des Kryo-Schnittes. Im linken Bild ist die bereits getrimmte Probe im Kryotom zu 
erkennen. Es ist der gleichmäßig, längs eröffnete Markraum als rotbrauner Strich erkennbar. Im mittleren 
Bild wurde bereits der Kryofilm aufgebracht. Im rechten Bild liegen die, auf dem Kryofilm befindlichen 
Femurschnitte, zum Trocknen auf Objektträgern.  
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2.5.1. TRAP-Färbung 
Mit der TRAP-Färbung (Tartrate resistent acid pohosphatase, Tartratresistente saure 

Phosphatase) können Osteoklasten in den Kryoschnitten angefärbt und identifiziert 

werden. Die tartratresistente saure Phosphatase ist ein Enzym, welches unter anderem 

von aktiven Osteoklasten synthetisiert wird. Bei der Färbung findet ein indirekter 

Nachweis des Enzyms statt, indem von einer phosphatierten Naphtolverbindung 

Phosphat abspaltet wird. Das so freigesetzte Naphthol bindet an ein Diazoniumsalz und 

bildet mit ihm einen Farbstoff, der die Osteoklasten nach dieser Färbung im Schnitt rot 

erscheinen lässt (104).  

 

Färbeprotokoll für TRAP: 

Der TRAP-Puffer und die TRAP-Färbelösung wurden vor jedem Färbedurchlauf, während 
des Auftauens und Trocknens der Schnitte, hergestellt.  

TRAP-Puffer 

3,28 g (40 mMol) Natriumacetat (Merck, 1.06268, Darmstadt, Deutschland) und 2,3 g di-

Natriumtartrat-Dihydrat (Merk, 1.06663, Darmstadt, Deutschland) wurden in 1 Liter Aqua 

1. Schnitte bei Raumtemperatur auftauen und lufttrocknen lassen 30 min 

2. Fixierung in 4%iger Formaldehydlösung  10 min 

3. In Aqua dest. spülen 5 min 

4. Inkubation im TRAP-Puffer 10 min 

5. Inkubation in TRAP-Färbelösung 1:5 verdünnt und unter 

mikroskopischer Kontrolle 

7 - 10 min 

6. In Aqua dest. spülen 5 min 

7. Kernfärbung Hämalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) 1:4 verdünnt 

25 s 

8. In fließendem Leitungswasser bläuen 

 

10 min 

 9. In Aqua dest. spülen 

 

5 min 

 10. Kryofilm vom Objektträger lösen und Tesafilm® entfernen 

 

 

11. Kryofilm auf einen frischen Objektträger transferieren   

12. Eingedeckte Schnitte trocknen lassen 24 h 
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dest. gelöst und im Anschluss mittels pH-Meter (inoLab®, pH Level 1, WTW, Weilheim, 

Deutschland) auf pH 5,0 eingestellt.  

TRAP-Färbelösung 

20 mg Naphtol AS-MIX-Phosphat (Sigma-Aldrich, N5000, Hamburg, Deutschland) und 

120 mg Fast Red Violett LB Salt (Sigma-Aldrich, F3381, Hamburg, Deutschland) wurden 

zuerst in 50 ml TRAP-Puffer gelöst und anschließend 2 ml N,N-Dimethylformamid 

(Sigma-Aldrich, D4551, Hamburg, Deutschland) und 1 ml Triton X (Sigma-Aldrich, 

T8787, Hamburg, Deutschland) hinzugegeben. Abschließend wurde die Färbelösung mit 

TRAP-Puffer auf ein Volumen von 100 ml aufgefüllt. 

2.5.2. Osteocalcin-Färbung 
Die Osteocalcin-Färbung ist eine immunhistologische Untersuchungsmethode, die zum 

Nachweis von Osteoblasten dient. Osteocalcin gehört zu den extrazellulären, nicht-

kollagenen Matrixproteinen wie z. B. auch Osteopontin oder Osteonectin und stellt 

dessen größte Fraktion dar (105). Es wird hauptsächlich von Osteoblasten und 

Odontoblasten bei deren Differenzierung und der Mineralisation synthetisiert und 

sezerniert (106), was das Osteocalcin zu dem spezifischsten Marker für die 

Osteblastenaktivität macht (107).  

Mittels der Immunhistologie lassen sich Antigene durch die Bindung spezifischer 

Antikörper nachweisen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde die ABC-Technik, Avidin-

Biotin-Komplex-Technik (englisch: avidin-biotin complex) verwendet. Diese Technik nutzt 

die starke Affinität des Glykoproteins Avidin zum Vitamin Biotin (108). Bei dieser 

immunhistologischen Färbung fand zuerst ein primärer Antikörper (polyklonaler 

Osteocalcin-Antikörper, hergestellt im Kaninchen, Osteocalcin (mouse) (NT) polyclonal 

antibody, ALX-210-333-C100, Enzo Life Sciences AG, Lausen, Schweiz) Anwendung, 

der spezifisch an Epitope des Osteocalcins bindet. Im Anschluss wurde dieser durch 

einen biotinylierten sekundären Antikörper detektiert, der gegen die IgGs der Spezies 

gerichtet war, in der der Primärantikörper hergestellt wurde (primärer 

Osteocalcin-Antikörper aus dem Kaninchen, sekundärer Antikörper aus der Ziege, 

welche mit den Kaninchen-IgGs immunisiert wurde). In einem weiteren Schritt wurde die 

starke Affinität von Avidin zu Biotin genutzt. Über die Zugabe von Avidin und biotinylierter 

alkalischer Phosphatase (VECTASTAIN® ABC-AP Kit, AK-5000, Vector Laboratories, 

Burlingame, Kalifornien, USA) fand eine Kopplung der alkalischen Phosphatase mit dem 
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biotinylierten Sekundärantikörper statt, wobei Avidin als Bindeglied fungierte 

(siehe Abb. 8). Abschließend erfolgte die Hinzugabe eines Substratgemisches 

(VECTOR® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit, SK-5100, Vector Laboratories, 

Burlingame, Kalifornien, USA), welches in Kombination mit der alkalischen Phosphatase 

eine rötliche Farbreaktion erzeugte. 

 

 

Abb. 8: Schematische Darstellung des Osteocalcin-Färbeprinzips mittels ABC-Technik. Ein polyklonaler 
Osteocalcin-Antikörper, bindet am Antigen, den Epitopen des Osteocalcins. An den Primärantikörper bindet 
wiederum ein biotinylierter sekundärer Antikörper, der gegen spezifische Regionen des Primärantikörpers 
gerichtet ist. Über Avidin erfolgt die Kopplung eines Enzyms (alkalische Phosphatase) mit dem 
Sekundärantikörper. Durch die Zugabe eines entsprechenden Farbgemisches wird durch das Enzym eine 
Farbreaktion hervorrufen. 
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Färbeprotokoll für Osteocalcin: 

 

1. Schnitte bei Raumtemperatur auftauen und lufttrocknen 30 min 

2. Fixierung in 4 %iger Formaldehydlösung (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) 

10 min 

3. Mit PBS-Lösung spülen (Waldeck Chroma, Münster, 
Germany) 

 

2 x 5 min 

4. Proben ab diesem Zeitpunkt in feuchter Kammer  

5. Inkubation und Permeabilisierung mit Trypsin (0,185 %) 
(Activity: 3173.7 U/mg; Calbiochem, San Diego, CA, USA) 
 

10 min 

6. Mit PBS-Lösung spülen 2 x 5 min 

7. Blocken mit 2 % Normalserum Goat in PBS-2%BSA-
Fertigmischung 

Fertigmischung 

 

30 min 

8. Inkubation mit primärem Antikörper bei 4 °C über Nacht 

 9. Mit PBS-Lösung spülen 

 

2 x 5 min 

 10. Inkubation mit sekundärem Antikörper 

 

30 min 

11. Mit PBS-Lösung spülen 2 x 5 min 

12. Inkubation mit AB-Komplex 

 

50 min 

13. Mit PBS-Lösung spülen 

 

2 x 5 min 

14. Inkubation mit Chromogenpuffer 

 

2 x 5 min 

15. Inkubation mit Substratgemisch und Kontrolle unter dem 
Mikroskop 

 

7 - 10 min 

16. Mit PBS-Lösung spülen 

 

2 x 5 min 

17. Gegenfärbung mit Methylgrün (Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien, USA) 

 

25 min 

18. Alkohol 96 % (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 
Deutschland) 

 

kurz 

19. Alkohol 100 % (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 
Deutschland) 

2 x 2 min 

20. Intermedium (Xylol, Quartett GmbH, Berlin, Deutschland) 2 x 2 min 
21. Kryofilm vom Objektträger lösen und Tesafilm® entfernen  

22. Kryofilm auf einen frischen Objektträger mit dem Schnitt nach 
oben legen und mit Vitro-Clud (R. Langenbrinck, 
Emmendingen, Deutschland) eindecken 
 

 

23. Eingedeckte Schnitte trocknen 24 h 
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2.5.3. Auswertung der histologischen Präparate 
Im Anschluss an die TRAP- und Osteocalcin-Färbungen wurden die getrockneten 

Schnitte digitalisiert. Dies erfolgte durch die Erstellung von mikroskopischen 

Mosaikaufnahmen in 40-facher Vergrößerung, die softwaregestützt zu einem Gesamtbild 

zusammengefügt wurden (Abb. 9, Bild 1). Verwendet wurde das Durchlichtmikroskop 

Axioskop 40, die Kamera AxioCam MRc 5 und die Software AxioVision (Release 4.8.2 

SP3) (alle Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland). Die anschließende 

Bearbeitung und Auswertung der digitalisierten Bilder erfolgte mittels der Software 

Fiji/ImageJ (Version 1.0, Rasband., W.S., NIH, Bethesda, Maryland, USA). 

 

2.5.4. Analyse TRAP-Färbung 
In den digitalisierten Bildern wurden, analog zur µCT-Auswertung, eine ROI (region of 

interest) mit einer Gesamtbreite von 2 mm festgelegt (je 1 mm nach proximal und distal 

von der Frakturspaltmitte ausgehend). Die Höhe der ROI wurde so gewählt, dass der 

gesamte Knochen inklusive Kortikalis eingeschlossen war (Abb. 9, Bild 2). Anschließend 

erfolgte die manuelle Auszählung und Markierung (mittels fortlaufend nummerierter 

Punktmarkierungen) aller Osteoklasten in der ROI (Abb. 9, Bild 2). Es mussten folgende 

Kriterien erfüllt werden, um eine Zelle als Osteoklast zu identifizieren (Abb. 9, Bild 3).: 

- TRAP-positive Färbung 

- Mehrkernigkeit  

- Lage an der Knochenoberfläche in Resorptionslakunen (Howship-Lakunen). 

 

Die Anzahl der ausgezählten Osteoklasten wurde zur besseren Vergleichbarkeit der 

einzelnen Tiere und Gruppen (analog zu 2.5.5.) in das Verhältnis zur Fläche des Binde- 

und Knochengewebes in der betrachteten ROI gesetzt:  

(n Osteoklasten) / (Fläche Binde- und Knochengewebe) = Osteoklasten/ mm2. 
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Abb. 9: Analyseschritte der TRAP-Färbung. Bild 1: Mosaikbild aus Einzelaufnahmen in 40-facher 
Vergrößerung. Bild 2: Bearbeitetes Bild 1. Grün eingezeichnete ROI und zur Auszählung markierte 
Osteoklasten. Bild 3: In 100-facher Vergrößerung aufgenommene Osteoklasten. 

 

Die Auszählung in den digitalen Bildern erfolgte neben dem Mikroskop, um bei 

Unsicherheiten parallel dazu eine genauere Betrachtung in 40-facher Vergrößerung 

durchzuführen. Die Auszählung der Präparate fand zufällig und ohne Kenntnis über die 

Gruppenzugehörigkeit statt.  
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2.5.5. Analyse Osteocalcin-Färbung 
Für die Auswertung der Osteocalcin-Färbung wurde die ROI nach den gleichen 

Gesichtspunkten wie bei der TRAP-Färbung festgelegt. Zusätzlich erfolgte die 

Ausrichtung der ROI anhand histologischer Landmarken des korrespondierenden Bildes 

der TRAP-Färbung, um bei jeder zu einer Maus gehörigen Probe, den gleichen Bereich 

zu analysieren.  

Im ersten Schritt wurde mit dem Programm Fiji das Bild auf die exakte Größe der ROI 

zugeschnitten (Abb. 10, Bild 1). Anschließend wurde über die Verwendung des Color 

Thresholds (Farbschwellenwert) eine Maske erstellt und deren Fläche in µm2 bestimmt, 

die der Fläche des Knochen- und Kallusgewebes entsprach (verwendete Werte: Hue: 

0 - 255, Saturation: 0 - 255, Brightness: 0 - 225; Abb. 10, Bild 2). Der letzte Analyseschritt 

am digitalen Bild war die Bestimmung der osteocalcin-positiven Bereiche in der ROI. 

Dazu erfolgte, in analoger Verfahrensweise zum vorhergehenden Schritt, die Erstellung 

einer Maske mittels der Verwendung des Color Thresholds und die anschließende 

Ermittlung Ihrer Fläche in µm2 (verwendete Werte: Hue: 0 - 18, 225 - 255, Saturation: 41 - 

255, Brightness: 80 - 250; Abb. 10, Bild 3).  

Über die Bildung des Quotienten aus (Fläche osteocalcin-positive Bereiche) / (Fläche 

Binde- und Knochengewebe) konnte der relative Anteil der osteocalcin-positiven 

Bereiche ermittelt werden (OC pos [%]). 
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Abb. 10: Analyseschritte der Osteocalcin-Färbung in 40-facher Vergrößerung. Alle drei Bilder zeigen die 
gleiche ROI nach verschiedenen Bearbeitungsschritten. Die Breite eines Bildes entspricht 2000 µm im 
Präparat. Bild 1: native ROI Bild 2: Maske für Knochen- und Kallusgewebe. Bild 3: Maske für osteocalcin-
positive Bereiche. 
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2.6. Statistik 
 

Die Dokumentation der erhobenen Daten erfolgte mittels Microsoft® Excel für Mac OS 

(© Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA; Version 16.10). Für die statistische 

Analyse der Messwerte wurden die Daten in IBM® SPSS® Statistics 25.0 (© IBM 

Corporation, Armonk, NY, USA) importiert.  

Die Analyse der unabhängigen, nicht normalverteilten Messwerte erfolgte über den 

Mann-Whitney-U-Test. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die 

Darstellung der Messdaten erfolgte über den Median und den Interquartilsabstand (IQR).  

Die Erstellung und Bearbeitung der in dieser Arbeit verwendeten Grafiken und 

Abbildungen erfolgte mit GIMP für Mac OS (Version 2.8.14). 
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3. Ergebnisse 
 
3.1. Unterschied Frakturheilung Mono-/Polytrauma 
 
Um herauszufinden, welchen Effekt der HS beim Polytrauma auf die Frakturheilung hat, 

verglichen wir die Fx-Gruppe (Gruppe I) mit der PT-Gruppe (Gruppe IV).  

 
3.1.1. µCT  

Fx vs. PT 
Die µCT-Analyse ergab in den erhobenen Parametern (BV, TV, BV/TV, Volumina für 

Kallusmitte, Kallusrand und Kortikalis) keinen signifikanten Unterschied. In der PT-

Gruppe wurde ein höherer Volumenanteil an kortikalem Knochen beobachtet, der jedoch 

nicht als signifikant (p = 0,132) nachgewiesen werden konnte (0,68 mm3; IQR 0,63 - 0,78 

vs. 0,78 mm3; IQR 0,74 – 0,82; Abb. 11; Tab. 1). 

 

 

Abb. 11: Oben: Darstellung der Messdaten 
für die errechnete Knochenmineralisierung 
BV/TV und dem kortikalen Knochenvolumen 
[mm3] als Boxplots für die Fx- und PT-Gruppe. 
Je Gruppe n = 6. Im Vergleich beider Gruppen 
zeigen sich für BV/TV (p = 0,699) und dem 
Volumen des kortikalen Knochens (p = 0,132) 
keine signifikanten Unterschiede (Mann-
Whitney-U-Test). Unten: Gegenüberstellung 
der femoralen Frakturheilung beider Gruppen 
anhand 3D-Rekonstruktionen aus den CT-
Schnitten exemplarischer Proben und 
zugehörigem Längsschnitt.   
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Tab. 1: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen Fx und PT sowie statistische 
Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. 
Je Gruppe n = 6. 

 I Fx IQR IV PT IQR Signifikanz 
TV [mm3] 3,58 3,15 - 3,82 3,53 2,68 - 5,45      p = 1,0     
BV [mm3] 1,82 1,46 - 2,04 1,82 1,26 - 2,42 p = 0,818 
BV/TV 0,49 0,43 - 0,58 0,48 0,43 - 0,50 p = 0,699 
Kallusmitte [mm3] 0,019 0,014 - 0,023 0,019 0,012 - 0,033 p = 0,818 
Kallusrand [mm3] 0,09 0,080 - 0,091 0,1 0,069 - 0,113 p = 0,699 
Kortikalis [mm3] 0,68 0,63 - 0,78 0,78 0,74 - 0,82 p = 0,132 

 

3.1.2. Histologie  
Fx vs. PT 
In der histologischen Auswertung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in den 

erfassten Messwerten (Osteoklasten/mm2; OC pos [%]; Abb. 12; Tab. 2). 

 

 

 
Abb. 12: Oben: Exemplarische mikros-
kopische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der Fx- und PT-Gruppe. Jeder 
identifizierte Osteoklast wurde jeweils mit 
einem fortlaufend nummerierten Punkt 
markiert. Unten: Darstellung der ermittelten 
Osteoklastendichte pro mm2 als Boxplots für 
die Fx- und PT-Gruppe. Je Gruppe n = 6. Im 
statistischen Vergleich konnte kein 
signifikanter Unterschied (p = 0,937) nach-
gewiesen werden (Mann-Whitney-U-Test).  
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Tab. 2: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen Fx und PT sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-
Test). Darstellung mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. 
 

 I Fx IQR IV PT IQR Signifikanz 
Osteoklasten / mm2 80,2 53,1 - 93,8 65,3 53,5 - 167,1 p = 0,937 
OC pos [%] 7,9 4,7 - 13,5 5,0 2,4 - 8,5 p = 0,240 

 
 
 
 
 
 

 Abb. 13: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der Fx- und PT-
Gruppe (in 2.5.5. erläutert). Die oberen 
Bildhälften zeigen die Masken für das 
Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der Fx- und PT-Gruppe als 
Boxplots. Je Gruppe n = 6. Im statistischen 
Vergleich konnte kein signifikanter 
Unterschied (p = 0,240) nachgewiesen 
werden (Mann-Whitney-U-Test).   
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3.2. Einfluss des Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung 
beim Monotrauma 
 
Der Versuchsaufbau wurde in diesem Teil so angelegt, dass der Einfluss des 

Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung ohne HS untersucht werden konnte. 

 
3.2.1. µCT  

Fx vs. Fx + sIL-6R 
Zuerst betrachteten wir den Effekt der Verstärkung des Transsignaling-Mechanismus 

über die sIL-6R-Applikation beim Monotrauma. Dafür verglichen wir Gruppe I (Fx) mit 

Gruppe II (Fx + sIL-6R). Hier ergaben sich im µCT bei verstärktem Transsignaling in 

Gruppe II ein signifikant höherer Anteil an mineralisiertem Knochen (BV/TV; 0,49; IQR 

0,43 - 0,58 vs. 0,67; IQR 0,63 - 0,75; p = 0,002) und ein signifikant höheres Volumen an 

kortikalem Knochen (0,68 mm3; IQR 0,63 - 0,78 vs. 0,88 mm3; IQR 0,83 – 0,97; p = 0,026). 

 

 
Abb. 14: Oben: Darstellung der Messdaten für 
die errechnete Knochenmineralisierung BV/TV 
und dem kortikalen Knochenvolumen [mm3] 
als Boxplots für die Fx- und Fx + sIL-6R-
Gruppe. Je Gruppe n = 6. Eine Steigerung des 
Transsignalings ergab einen signifikant 
höheren Mineralisierungsgrad im Bereich des 
Frakturspaltes (BV/TV; p = 0,002), sowie ein 
signifikant höheres Volumen an kortikalem 
Knochen (p = 0,026; Mann-Whitney-U-Test).  
Unten: Gegenüberstellung der femoralen 
Frakturheilung beider Gruppen anhand 3D-
Rekonstruktionen aus den CT-Schnitten 
exemplarischer Proben und zugehörigem 
Längsschnitt.   
 



 53 

Tab. 3: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen Fx und Fx + sIL-6R sowie statistische 
Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. 
Je Gruppe n = 6. * p < 0,05. 

 I Fx IQR II Fx + 
sIL-6R IQR Signifikanz 

TV [mm3] 3,58 3,15 - 3,82 2,46 2,01 - 3,21 p = 0,132 
BV [mm3] 1,82 1,46 - 2,04 1,63 1,33 - 2,32 p = 0.937 
BV/TV 0,49 0,43 - 0,58 0,67 0,63 - 0,75  p = 0,002* 
Kallusmitte [mm3] 0,019 0,014 - 0,023 0,020 0,015 - 0,027 p = 0,818 
Kallusrand [mm3] 0,09 0,080 - 0,091 0,069 0,065 - 0,082 p = 0,132 
Kortikalis [mm3] 0,68 0,63 - 0,78 0,88 0,83 - 0,97  p = 0,026* 

 

Fx vs. Fx + sIL-6R-Ak 
Folgend betrachten wir, welchen Effekt eine Blockierung des Transsignaling-

Mechanismus beim Monotrauma hat. Dafür verglichen wir Gruppe III (Fx + sIL-6R-Ak) 

mit Gruppe I (Fx). 

In der µCT-Analyse ergab sich nach der Blockierung des Transsignalings in Gruppe III 

keine signifikanten Unterschiede. Für die Parameter TV (3,58 mm3; IQR 0,15 - 3,82 vs. 

2,74 mm3; IQR 1,53 - 2,22; p = 0,065), BV und Kallusrand konnte eine Abnahme der 

Messwerte nach Blockierung des Transsignalings beobachtet werden, die jedoch nicht 

als signifikant nachgewiesen werden konnte (Abb. 14; Tab. 4). 

 
Abb. 15: Links: Darstellung der Gesamtvolumina im Frakturspalt (TV [mm3]) für die Fx- und Fx + sIL-6R-Ak-
Gruppe als Boxplots. Nach der sIL-6R-Ak-Applikation kam es zu einer Verminderung des Gesamtvolumens 
im Frakturspalt, die sich jedoch mit p = 0,065 als nicht signifikant darstellte (Mann-Whitney-U-Test). Rechts: 
Gegenüberstellung der femoralen Frakturheilung beider Gruppen anhand 3D-Rekonstruktionen aus den 
CT-Schnitten exemplarischer Proben und zugehörigem Längsschnitt. Die geringere Durchbauung des 
ehemaligen Frakturspaltes in der Fx + sIL-6R-Ak-Gruppe ist gut erkennbar. 
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Tab. 4: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen Fx und Fx + sIL-6R-Ak sowie 
statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels 
Median und IQR. Je Gruppe n = 6. 

 I Fx IQR III Fx + sIL-
6R-Ak IQR Signifikanz 

TV [mm3] 3,58 3,15 - 3,82 2,74 1,52 - 3,22 p = 0,065 
BV [mm3] 1,82 1,46 - 2,04 1,58 0,76 - 1,77 p = 0,132 
BV/TV 0,49 0,43 - 0,58 0,53 0,50 - 0,57 p = 0,394 
Kallusmitte [mm3] 0,019 0,014 - 0,023 0,016 0,006 - 0,023 p = 0,818 
Kallusrand [mm3] 0,09 0,080 - 0,091 0,07 0,058 - 0,082 p = 0,093 
Kortikalis [mm3] 0,68 0,63 - 0,78 0,78 0,71 - 0,82 p = 0,180 

 

Fx + sIL-6R vs. Fx + sIL-6R-Ak 
Abschließend stellten wir eine Verstärkung des Transsignaling-Mechanismus einer 

Blockierung des selbigen beim Monotrauma gegenüber. Dazu verglichen wir Gruppe II 

(Fx + sIL-6R) mit Gruppe III (Fx + sIL-6R-Ak). 

In der µCT-Analyse zeigte sich bei Verstärkung des Transsignalings eine signifikante 

Erhöhung der Knochenmineralisierung (BV/TV; 0,67; IQR 0,63 - 0,75 vs. 0,53; 

IQR 0,50 - 0,57; p = 0,002) und des Volumens des kortikalen Knochens (0,88 mm3; 

IQR 0,83 - 0,97 vs. 0,78; IQR 0,71 - 0,82; p = 0,015) gegenüber der Gruppe mit 

blockiertem Transsignaling (Abb. 16; Tab. 5). 
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Tab. 5: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen Fx + sIL-6R und Fx + sIL-6R-Ak sowie 
statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels 
Median und IQR. Je Gruppe n = 6. * p < 0,05. 

 II Fx +  
sIL-6R IQR III Fx +  

sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

TV [mm3] 2,46 2,01 - 3,21 2,74 1,52 - 3,22      p = 1,0 
BV [mm3] 1,63 1,33 - 2,32 1,58 0,76 - 1,77 p = 0,485 
BV/TV 0,67 0,63 - 0,75 0,53 0,50 - 0,57  p = 0,002* 
Kallusmitte [mm3] 0,020 0,015 - 0,027 0,016 0,006 - 0,023 p = 0,310 
Kallusrand [mm3] 0,069 0,065 - 0,082 0,070 0,058 - 0,082 p = 0,937 
Kortikalis [mm3] 0,88 0,83 - 0,97 0,78 0,71 - 0,82  p = 0,015* 

 
 

 Abb. 16: Oben: Darstellung der Messdaten für 
die errechnete Knochenmineralisierung BV/TV 
und dem kortikalen Knochenvolumen [mm3] 
als Boxplots für die Fx + sIL-6R- und Fx + sIL-
6R-Ak-Gruppe. Je Gruppe n = 6. Die 
Steigerung des Transsignalings ergab im 
Gegensatz Blockade einen signifikant höheren 
Mineralisierungsgrad im Frakturspalt (BV/TV; 
p = 0,002), sowie ein signifikant höheres 
Volumen an kortikalem Knochen (p = 0,015; 
Mann-Whitney-U-Test). Unten: Gegenüber-
stellung der femoralen Fraktur-heilung beider 
Gruppen anhand 3D-Rekonstruktionen aus 
den CT-Schnitten exemplarischer Proben und 
zugehörigem Längsschnitt.   
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3.2.2 Histologie  
Fx vs. Fx + sIL-6R 
Die histologische Aufarbeitung erbrachte bei Verstärkung des Transsignalings in Gruppe 

II (Fx + sIL-6R) eine signifikant verminderte Dichte an Osteoklasten/ mm2 

(80,2; IQR 53,1 - 93,8 vs. 30,5; IQR 20,9 - 64,3; p = 0,041; Abb. 17; Tab. 6). 

 

 
 

 

 

 

 

 

Abb. 17: Oben: Exemplarische mikros-
kopische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der Fx- und Fx + sIL-6R-Gruppe. 
Jeder identifizierte Osteoklast wurde jeweils 
mit einem fortlaufend nummerierten Punkt 
markiert. Unten: Darstellung der ermittelten 
Osteoklastendichte pro mm2 als Boxplots für 
die Fx- und Fx + sIL-6R-Gruppe. Je Gruppe 
n = 6. Im statistischen Vergleich beider 
Gruppen konnte in der Frakturgruppe mit 
gesteigertem Transsignaling eine signifikant 
geringere (p = 0,041) Osteoklastendichte pro 
mm2 identifiziert werden (Mann-Whitney-U-
Test). 
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In der Auswertung der Osteocalcin-Färbung konnte bei verstärktem Transsignaling kein 

signifikanter Unterschied in den osteocalcin-positiven Flächenanteilen beobachtet werden 

(Abb. 18; Tab. 6). 

 

 
 
 
Tab. 6: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen Fx und Fx + sIL-6R sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-
Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. * p < 0,05. 

 I Fx IQR II Fx +  
sIL-6R IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2  80,2 53,1 - 93,8 30,5 20,9 - 64,3  p = 0,041* 
OC pos [%] 7,9 4,7 - 13,5 6,1 4,2 - 9,4 p = 0,589 

 
 
 
 

 

 
 
Abb. 18: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der Fx- und 
Fx + sIL-6R-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). Die 
oberen Bildhälften zeigen die Masken für das 
Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der Fx- und Fx + sIL-6R-Gruppe 
als Boxplots. Je Gruppe n = 6. Im statistischen 
Vergleich konnte kein signifikanter Unter-
schied (p = 0,589) nachgewiesen werden 
(Mann-Whitney-U-Test).   
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Fx vs. Fx + sIL-6R-Ak 
Nach der Blockierung des Transsignaling-Mechanismus identifizierten wir in der 

histologischen Aufarbeitung in Gruppe III eine signifikant verminderte Dichte an 

Osteoklasten pro mm2 (80,2; IQR 53,1 - 93,8 vs. 25,6; IQR 21,0 - 31,7; p = 0.004; Abb. 19; 

Tab. 7). 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Oben: Exemplarische mikros-
kopische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der Fx- und Fx + sIL-6R-Ak-
Gruppe. Jeder identifizierte Osteoklast wurde 
jeweils mit einem fortlaufend nummerierten 
Punkt markiert. Unten: Darstellung der 
ermittelten Osteoklastendichte pro mm2 als 
Boxplots für die Fx- und Fx + sIL-6R-Ak-
Gruppe. Je Gruppe n = 6. Im statistischen 
Vergleich beider Gruppen konnte in der 
Frakturgruppe mit blockiertem Transsignaling 
eine signifikant geringere (p = 0,004) 
Osteoklastendichte pro mm2 identifiziert 
werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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In der Osteocalcin-Färbung konnten nach der Blockung des Transsignalings kein signifikanter 

Unterschied in den osteocalcin-positiven Flächenanteilen beobachtet werden (Abb. 20; Tab. 7). 
 

 

 
 
Tab. 7: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen Fx und Fx + sIL-6R-Ak sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-
Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. * p < 0,05 

 I Fx IQR III Fx +  
sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2 80,2 53,1 - 93,8 25,6 21,0 - 31,7   p = 0,004* 
OC pos [%] 7,9 4,7 - 13,5 8,0 5,2 - 12,2      p = 1,0 

 
 
 

 
 Abb. 20: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der Fx- und 
Fx + sIL-6R-Ak-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). 
Die oberen Bildhälften zeigen die Masken für 
das Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der Fx- und Fx + sIL-6R-Ak-
Gruppe als Boxplots. Je Gruppe n = 6. Im 
statistischen Vergleich konnte kein 
signifikanter Unterschied (p = 1,0) nach-
gewiesen werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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Fx + sIL-6R vs. Fx + sIL-6R-Ak 
Im direkten Vergleich der Gruppen sowohl mit gesteigertem als auch blockiertem 

Transsignaling konnten bei der Auszählung der Osteoklasten keine signifikanten 

Unterschiede ermittelt werden (Abb. 21; Tab. 8). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Abb. 21: Oben: Exemplarische mikrosko-
pische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der Fx + sIL-6R- und Fx + sIL-6R-
Ak-Gruppe. Jeder identifizierte Osteoklast 
wurde jeweils mit einem fortlaufend 
nummerierten Punkt markiert. Unten: 
Darstellung der ermittelten Osteoklastendichte 
pro mm2 als Boxplots für die Fx + sIL-6R- und 
Fx + sIL-6R-Ak-Gruppe. Je Gruppe n = 6. Im 
statistischen Vergleich beider Gruppen konnte 
kein signifikanter Unterschied (p = 0,485) in 
der Osteoklastendichte pro mm2 identifiziert 
werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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In der Osteocalcin-Färbung konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied in den osteocalcin-

positiven Flächenanteilen beobachtet werden (Abb. 22; Tab. 8).  

 

 

 
 
Tab. 8: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen Fx + sIL-6R und Fx + sIL-6R sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches 
(Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. 

 II Fx +  
sIL-6R IQR III Fx +  

sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2 30,5 20,9 - 64,3 25,6 21,0 - 31,7 p = 0,485 
OC pos [%] 6,1 4,2 - 9,4 8,0 5,2 - 12,2 p = 0,394 

 
 

 
Abb. 22: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der Fx + sIL-6R- und 
Fx + sIL-6R-Ak-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). 
Die oberen Bildhälften zeigen die Masken für 
das Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der Fx + sIL-6R und Fx + sIL-6R-
Ak-Gruppe als Boxplots. Je Gruppe n = 6. Im 
statistischen Vergleich konnte kein 
signifikanter Unterschied (p = 0,394) nach-
gewiesen werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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3.3. Einfluss des Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung 
beim Polytrauma 
 
In diesem Teil der Studie untersuchten wir den Einfluss des Transsignaling-Mechanismus 

auf die Frakturheilung im Falle eines Polytraumas. 

 
3.3.1. µCT  

PT vs. PT + sIL-6R 
Bei der Steigerung des Transsignaling-Mechanismus in der PT Gruppe (Gruppe IV [PT] 

vs. Gruppe V [PT + sIL-6R]) konnten keine signifikanten Unterschiede in Parametern der 

TV, BV, BV/TV und den Volumina für die Kallusmitte, den Kallusrand und der Kortikalis 

identifiziert werden (Abb. 23; Tab.9). 

 
Abb. 23: Links: Darstellung der Messdaten für die errechnete Knochenmineralisierung BV/TV als Boxplots 
für die PT- und sIL-6R-Gruppe. Je Gruppe n = 6. Eine weitere Steigerung des Transsignalings ergab keine 
signifikante Veränderung des Mineralisierungsgrades im Bereich des Frakturspaltes (BV/TV; p = 0,394; 
Mann-Whitney-U-Test). Rechts: Gegenüberstellung der femoralen Frakturheilung beider Gruppen anhand 
3D-Rekonstruktionen aus den CT-Schnitten exemplarischer Proben und zugehörigem Längsschnitt.  
 

Tab. 9: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen PT und PT + sIL-6R sowie statistische 
Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. 
Je Gruppe n = 6. 

 IV PT IQR V PT +  
sIL-6R IQR Signifikanz 

TV [mm3] 3,53 2,68 - 5,45 3,21 2,78 - 4,15 p = 0,699 
BV [mm3] 1,82 1,26 - 2,42 1,82 1,23 - 2,50      p = 1,0 
BV/TV 0,48 0,43 - 0,50 0,49 0,41 - 0,61 p = 0,394 
Kallusmitte [mm3] 0,019 0,012 - 0,033 0,015 0,011 - 0,023 p = 0,485 
Kallusrand [mm3] 0,1 0,069 - 0,113 0,09 0,074 - 0,108 p = 0,937 
Kortikalis [mm3] 0,78 0,74 - 0,82 0,83 0,62 - 0,91 p = 0,699 
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PT vs. PT + sIL-6R-Ak 
Um den Einfluss einer Blockade des Transsignalings nach einem Polytrauma auf die 

Frakturheilung zu untersuchen, verglichen wir Gruppe IV (PT) mit Gruppe VI 

(PT + sIL-6R-Ak). 

In der µCT-Analyse hatte eine Blockade des Transsignalings eine signifikante Erhöhung 

der Knochenmineralisierung zur Folge (BV/TV; 0,48; IQR 0,43 - 0,50 vs. 0,56; 

IQR 0,52 - 0,62; p = 0,015); Abb. 24; Tab. 10). 

  
Abb. 24: Links: Darstellung der Messdaten für die errechnete Knochenmineralisierung BV/TV als Boxplots 
für die PT- und PT + sIL-6R-Ak-Gruppe. Je Gruppe n = 6. Die Blockade des Transsignalings im Polytrauma 
durch die Applikation des sIL-6R-Ak ging mit einer signifikanten Erhöhung des Mineralisierungsgrades im 
Bereich des Frakturspaltes einher (BV/TV; p = 0,015; Mann-Whitney-U-Test). Rechts: Gegenüberstellung 
der femoralen Frakturheilung beider Gruppen anhand 3D-Rekonstruktionen aus den CT-Schnitten 
exemplarischer Proben und zugehörigem Längsschnitt.  
 
Tab. 10: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen PT und PT + sIL-6R-Ak sowie 
statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels 
Median und IQR. Je Gruppe n = 6. * p < 0,05. 

 IV PT IQR VI PT +  
sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

TV [mm3] 3,53 2,68 - 5,45 4,06 3,25 - 5,53 p = 0,699 
BV [mm3] 1,82 1,26 - 2,42 2,43 1,99 - 2,89 p = 0,180 
BV/TV 0,48 0,43 - 0,50 0,56 0,52 - 0,62  p = 0,015* 
Kallusmitte [mm3] 0,019 0,012 - 0,033 0,028 0,022 - 0,034 p = 0,485 
Kallusrand [mm3] 0,1 0,069 - 0,113 0,11 0,081 - 0,125 p = 0,989 
Kortikalis [mm3] 0,78 0,74 - 0,82 0,80 0,65 - 0,83 p = 0,937 
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PT + sIL-6R vs. PT + sIL-6R-Ak 
Beim direkten Vergleich der PT-Gruppen mit gesteigertem und geblocktem 

Transsignaling konnten in der µCT-Analyse keine signifikanten Unterschiede identifiziert 

werden (Abb. 25; Tab. 11). 

 
Abb. 25: Links: Darstellung der Messdaten für die errechnete Knochenmineralisierung BV/TV als Boxplots 
für die PT + sIL-6R- und PT + sIL-6R-Ak-Gruppe. Je Gruppe n = 6. Der direkte Vergleich des Effektes der 
Blockade und der Steigerung des Transsignalings im Polytrauma ergab statistisch keinen signifikanten 
Unterschied des Mineralisierungsgrades im Bereich des Frakturspaltes (BV/TV; p = 0,485; Mann-Whitney-
U-Test). Rechts: Gegenüberstellung der femoralen Frakturheilung beider Gruppen anhand 3D-
Rekonstruktionen aus den CT-Schnitten exemplarischer Proben und zugehörigem Längsschnitt.   
 
Tab. 11: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen PT + sIL-6R und PT + sIL-6R-Ak 
sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung 
mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. 

 V PT +  
sIL-6R IQR VI PT +  

sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

TV [mm3] 3,21 2,78 - 4,15 4,06 3,25 - 5,53 p = 0,310 
BV [mm3] 1,82 1,23 - 2,50 2,43 1,99 - 2,89 p = 0,180 
BV/TV 0,49 0,41 - 0,61 0,56 0,52 - 0,62 p = 0,485 
Kallusmitte [mm3] 0,015 0,011 - 0,023 0,028 0,022 - 0,034 p = 0,180 
Kallusrand [mm3] 0,09 0,074 - 0,108 0,11 0,081 - 0,125 p = 0,485 
Kortikalis [mm3] 0,83 0,62 - 0,91 0,80 0,65 - 0,83 p = 0,485 
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3.3.2 Histologie 
PT vs. PT + sIL-6R 
 
In der histologischen Aufarbeitung konnten wir nach der zusätzlichen Steigerung des 

Transsignalings, bei der Auszählung der Osteoklasten keinen signifikanten (p = 0,329) 

Unterschied in der Osteoklastendichte beobachten (Abb. 26; Tab. 12)  
 

 

 
 

 

 

 

 

Abb. 26: Oben: Exemplarische mikrosko-
pische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der PT- und PT + sIL-6R-Gruppe. 
Jeder identifizierte Osteoklast wurde jeweils 
mit einem fortlaufend nummerierten Punkt 
markiert. Unten: Darstellung der ermittelten 
Osteoklastendichte pro mm2 als Boxplots für 
die PT- (n = 6) und PT + sIL-6R-Gruppe (n = 5; 
eine Probe im Zuschnitt zerbrochen). Im 
statistischen Vergleich beider Gruppen konnte 
kein signifikanter Unterschied (p = 0,329) in 
der Osteoklastendichte pro mm2 identifiziert 
werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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In der Osteocalcin-Färbung konnten ebenfalls keine signifikanten (p = 0,126) 

Unterschiede identifiziert werden (Abb. 27; Tab 12). 

 

 
  

 
Tab. 12: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen PT (n = 6) und PT + sIL-6R (n = 5) sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches 
(Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR.  

 IV PT IQR V PT +  
sIL-6R IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2 65,3 53,5 - 167,1 52,4 35,8 - 100,9 p = 0,329 
OC pos [%] 5,0 2,4 - 8,5 7,9 7,0 - 13,3 p = 0,126 

 
 

 
Abb. 27: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der PT- und 
PT + sIL-6R-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). Die 
oberen Bildhälften zeigen die Masken für das 
Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der PT- (n = 6) und PT + sIL-6R-
Gruppe (n = 5; eine Probe im Zuschnitt 
zerbrochen) als Boxplots. Im statistischen 
Vergleich konnte kein signifikanter Unter-
schied (p = 0,126) zwischen den beiden 
Gruppen nachgewiesen werden (Mann-
Whitney-U-Test). 
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PT vs. PT + sIL-6R-Ak 
Histologisch konnten keine signifikanten Unterschiede ausgemacht werden. In der 

Gruppe mit blockiertem Transsignaling identifizierten wir einen höheren Anteil 

osteocalcin-positiver Bereiche, die jedoch nicht als signifikant nachgewiesen werden 

konnten (Abb. 28 und 29; Tab. 13). 

 

 
 

 

 

 

 

 Abb. 28: Oben: Exemplarische mikros-
kopische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der PT- und PT + sIL-6R-Ak-
Gruppe. Jeder identifizierte Osteoklast wurde 
jeweils mit einem fortlaufend nummerierten 
Punkt markiert. Unten: Darstellung der 
ermittelten Osteoklastendichte pro mm2 als 
Boxplots für die PT- und PT + sIL-6R-Ak-
Gruppe. Je Gruppe n = 6. Im statistischen 
Vergleich konnte kein signifikanter 
Unterschied (p = 0,937) nachgewiesen 
werden (Mann-Whitney-U-Test).   
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In der Auswertung der Osteocalcin-Färbung konnten keine signifikanten Unterschiede 

(p = 0,065) ausgemacht werden (Abb. 29; Tab. 13). 

 

 

 
 

 
 

Tab. 13: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen PT und PT + sIL-6R-Ak sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-
Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. 

 IV PT IQR VI PT +  
sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2   65,3 53,5 - 167,1 69,6 61,3 - 75,3 p = 0,937 
OC pos [%]   5,0 2,4 - 8,5 9,5 4,2 - 11,6 p = 0,065 

 

 Abb. 29: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der PT- und 
PT + sIL-6R-Ak-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). 
Die oberen Bildhälften zeigen die Masken für 
das Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der PT- und PT + sIL-6R-Ak-
Gruppe als Boxplots. Je Gruppe n = 6. Im 
Vergleich konnte kein statistisch signifikanter 
Unterschied im osteocalcin-positiven Flächen-
anteil (p = 0,065) nachgewiesen werden 
(Mann-Whitney-U-Test). 
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PT + sIL-6R vs. PT + sIL-6R-Ak 
Auch im direkten Vergleich der PT-Gruppen mit gesteigertem und blockiertem 

Transsignaling konnte in der histologischen Aufarbeitung kein signifikanter (p = 0,247) 

Unterschied in der Osteoklastendichte beobachtet werden (Abb. 30; Tab. 14). 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 30: Oben: Exemplarische mikrosko-
pische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der PT + sIL-6R- und PT + sIL-6R-
Ak-Gruppe. Jeder identifizierte Osteoklast 
wurde jeweils mit einem fortlaufend 
nummerierten Punkt markiert. Unten: Dar-
stellung der ermittelten Osteoklastendichte 
pro mm2 als Boxplots für die PT + sIL-6R- 
(n = 5; eine Probe im Zuschnitt zerbrochen).  
und PT + sIL-6R-Ak-Gruppe (n = 6). Im 
statistischen Vergleich beider Gruppen konnte 
kein signifikanter Unterschied (p = 0,247) in 
der Osteoklastendichte pro mm2 identifiziert 
werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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Ebenso in der Auswertung der Osteocalcin-Färbung konnten keine signifikanten 

(p = 0,792) Unterschiede ausgemacht werden (Abb. 31; Tab. 14). 

 

 
 

 
Tab. 14: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen PT + sIL-6R (n = 5) und PT + sIL-6R-Ak (n = 6) sowie statistische Ergebnisse des direkten 
Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR.   

 V PT +  
sIL-6R IQR VI PT +  

sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2 52,4 35,8 - 100,9 69,6 61,3 - 75,3 p = 0,247 
OC pos [%] 7,9 7,0 - 13,3 9,5 4,2 - 11,6 p = 0,792 

 

 

 Abb. 31: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der PT + sIL-6R- und 
PT + sIL-6R-Ak-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). 
Die oberen Bildhälften zeigen die Masken für 
das Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der PT + sIL-6R- (n = 5; eine Probe 
im Zuschnitt zerbrochen) und PT + sIL-6R-Ak-
Gruppe als Boxplots. Im statistischen 
Vergleich konnte kein signifikanter Unter-
schied (p = 0,792) zwischen den beiden 
Gruppen nachgewiesen werden (Mann-
Whitney-U-Test). 
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3.4. Unterschiede der Frakturheilung durch den Einfluss des 
Transsignaling-Mechanismus im Mono- und Polytrauma?  
 

3.4.1. µCT  
Fx + sIL-6R vs. PT + sIL-6R 
Im Vergleich der Fx- und PT Gruppen mit gesteigertem Transsignaling präsentierte sich 

in der µCT-Analyse in der PT-Gruppe eine signifikant reduzierte Knochenmineralisierung 

(BV/TV; 0,67; IQR 0,63 - 0,75 vs. 0,49; IQR 0,41 - 0,61; p = 0,009) gegenüber der 

Monotrauma-Gruppe (Abb. 32; Tab. 15). 

  
Abb. 32: Links: Darstellung der Messdaten für die errechnete Knochenmineralisierung BV/TV als Boxplots 
für die Fx + sIL-6R- (n = 6) und PT + sIL-6R-Gruppe (n = 5; eine Probe im Zuschnitt zerbrochen). Die 
Steigerung des Transsignalings im Monotrauma führte im Vergleich zur Steigerung im Polytrauma zu einer 
signifikant höheren Mineralisierungsgrades im Bereich des Frakturspaltes (BV/TV; p = 0,009; Mann-
Whitney-U-Test). Rechts: Gegenüberstellung der femoralen Frakturheilung beider Gruppen anhand 3D-
Rekonstruktionen aus den CT-Schnitten exemplarischer Proben und zugehörigem Längsschnitt. 
 
Tab. 15: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen Fx + sIL-6R und PT + sIL-6R sowie 
statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels 
Median und IQR. Je Gruppe n = 6. * p < 0,05. 

 II Fx +  
sIL-6R IQR V PT +  

sIL-6R IQR Signifikanz 

TV [mm3] 2,46 2,01 - 3,21 3,21 2,78 - 4,15 p = 0,093 
BV [mm3] 1,63 1,33 - 2,32 1,82 1,23 - 2,50 p = 0,937 
BV/TV 0,67 0,63 - 0,75 0,49 0,41 - 0,61  p = 0,009* 
Kallusmitte [mm3] 0,020 0,015 - 0,027 0,015 0,011 - 0,023 p = 0,310 
Kallusrand [mm3] 0,069 0,065 - 0,082 0,09 0,074 - 0,108 p = 0,132 
Kortikalis [mm3] 0,88 0,83 - 0,97 0,83 0,62 - 0,91 p = 0,310 
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Fx + sIL-6R-Ak vs. PT + sIL-6R-Ak 
Im Vergleich der Fx- und PT Gruppen mit blockiertem Transsignaling zeigten sich in der 

µCT-Analyse signifikant höhere Werte für TV (2,74 mm3; IQR 1,52 - 3,22 vs. 4,06 mm3; 

IQR 3,25 - 5,53; p = 0,041), BV (1,58 mm3; IQR 0,76 - 1,77 vs. 2,43 mm3; IQR 1,99 - 

2,89; p = 0,026) und der Kallusmitte (0,016; IQR 0,006 - 0,023 vs. 0,028; IQR 0,022 - 

0,034; p = 0,026) zu Gunsten der PT-Gruppe (Abb. 33; Tab 16). 

 

  
Abb. 33: Oben und links unten: Darstellung der im CT bestimmten Volumina in mm3 für TV, BV und der 
Kallusmitte als Boxplots im Vergleich für die Fx + sIL-6R-Ak- und PT + sIL-6R-Ak-Gruppe. Je Gruppe n = 6. 
Die Blockade des Transsignalings in der Fraktur- und Polytraumagruppe führte im direkten Vergleich zu 
signifikant höheren Messwerten für TV (p = 0,041), BV (p = 0,026) und der Kallusmitte (p = 0,026) 
zugunsten der Fx + sIL-6R-Ak-Gruppe (Mann-Whitney-U-Test). Rechts unten: Gegenüberstellung der 
femoralen Frakturheilung beider Gruppen anhand 3D-Rekonstruktionen aus den CT-Schnitten 
exemplarischer Proben und zugehörigem Längsschnitt. 
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Tab. 16: Übersicht der im µCT erhobenen Messwerte für die Gruppen Fx + sIL-6R-Ak und PT + sIL-6R-Ak 
sowie statistische Ergebnisse des direkten Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung 
mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. * p < 0,05. 

 III Fx +  
sIL-6R-Ak IQR VI PT +  

sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

TV [mm3] 2,74 1,52 - 3,22 4,06 3,25 - 5,53  p = 0,041* 
BV [mm3] 1,58 0,76 - 1,77 2,43 1,99 - 2,89  p = 0,026* 
BV/TV 0,53 0,50 - 0,57 0,56 0,52 - 0,62 p = 0,394 
Kallusmitte [mm3] 0,016 0,006 - 0,023 0,028 0,022 - 0,034  p = 0,026* 
Kallusrand [mm3] 0,070 0,058 - 0,082 0,11 0,081 - 0,125  p = 0,026* 
Kortikalis [mm3] 0,78 0,71 - 0,82 0,80 0,65 - 0,83 p = 0,818 

 

3.4.1. Histologie  
Fx + sIL-6R vs. PT + sIL-6R 
In der histologischen Aufarbeitung konnte kein signifikanter Unterschied (p = 0,247) in 

der Osteoklastendichte beobachtet werden (Abb. 34; Tab. 17). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 34: Oben: Exemplarische mikrosko-
pische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der Fx + sIL-6R- und PT + sIL-6R-
Gruppe. Jeder identifizierte Osteoklast wurde 
jeweils mit einem fortlaufend nummerierten 
Punkt markiert. Unten: Darstellung der 
ermittelten Osteoklastendichte pro mm2 als 
Boxplots für die Fx + sIL-6R- (n = 6) und PT + 
sIL-6R-Gruppe (n = 5; eine Probe im Zuschnitt 
zerbrochen). Im statistischen Vergleich beider 
Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied 
(p = 0,247) in der Osteoklastendichte pro mm2 

identifiziert werden (Mann-Whitney-U-Test). 
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Ebenfalls in der Analyse der Osteocalcinfärbungen konnten im Vergleich der Fx- und PT-

Gruppen mit gesteigertem Transsignaling keine signifikanten Unterschiede (p = 0,126) 

im prozentualen Anteil der osteocalcin-positiven Flächen identifiziert werden (Abb. 35; 

Tab. 17). 

 

 
 
Tab. 17: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen Fx + sIL-6R (n = 6) und PT + sIL-6R (n = 5) sowie statistische Ergebnisse des direkten 
Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. 

 II Fx +  
sIL-6R IQR V PT + 

sIL-6R IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2 30,5 20,9 - 64,3 52,4 35,8 - 100,9 p = 0,247 
OC pos [%] 6,1 4,2 - 9,4 7,9 7,0 - 13,3 p = 0,126 

 

Abb. 35: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der Fx + sIL-6R- und 
PT + sIL-6R-Gruppe (in 2.5.5. erläutert). Die 
oberen Bildhälften zeigen die Masken für das 
Knochen- und Kallusgewebe, die unteren 
Bildteile die Masken für die osteocalcin-
positiven Bereiche. Unten: Darstellung der 
errechneten osteocalcin-positiven Flächen-
anteile [%] der Fx + sIL-6R- (n = 6) und PT + 
sIL-6R-Gruppe (n = 5; eine Probe im Zuschnitt 
zerbrochen) als Boxplots. Im statistischen 
Vergleich konnte kein signifikanter 
Unterschied (p = 0,126) zwischen den beiden 
Gruppen nachgewiesen werden (Mann-
Whitney-U-Test). 
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Fx + sIL-6R-Ak vs. PT + sIL-6R-Ak 
Im abschließenden Vergleich der Fx- und PT-Gruppen mit blockiertem Transsignaling 

konnten wir eine signifikant höhere Osteoklastenanzahl pro mm2 (25,6; IQR 21,0 - 31,7 

vs. 69,6; IQR 61,3 - 75,3; p = 0,002) in der PT-Gruppe feststellen (Abb. 36; Tab. 18).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 36: Oben: Exemplarische mikros-
kopische Übersichtsaufnahmen der TRAP-
Färbungen der Fx + sIL-6R-Ak- und PT + sIL-
6R-Ak-Gruppe. Jeder identifizierte Osteoklast 
wurde jeweils mit einem fortlaufend 
nummerierten Punkt markiert. Unten: 
Darstellung der ermittelten Osteoklasten-
dichte pro mm2 als Boxplots für die Fx + sIL-
6R-Ak- und PT + sIL-6R-Ak-Gruppe. Je 
Gruppe n = 6. Im Vergleich beider Gruppen 
zeigte sich zugunsten der Polytraumagruppe 
eine signifikant höhere (p = 0,002) 
Osteoklastendichte (Mann-Whitney-U-Test).  
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In der Osteocalcin-Färbung konnten keine signifikanten Unterschiede (p = 0,937) 

identifiziert werden (Abb. 37; Tab 18). 

 

 
 
Tab. 18: Übersicht der in der histologischen Aufarbeitung der Präparate erhobenen Messwerte für die 
Gruppen Fx + sIL-6R-Ak und PT + sIL-6R-Ak sowie statistische Ergebnisse des direkten 
Gruppenvergleiches (Mann-Whitney-U-Test). Darstellung mittels Median und IQR. Je Gruppe n = 6. 
* p < 0,05. 

 III Fx + 
sIL-6R-Ak IQR VI PT + 

sIL-6R-Ak IQR Signifikanz 

Osteoklasten / mm2 25,6 21,0 - 31,7 69,6 61,3 - 75,3  p = 0,002* 
OC pos [%] 8,0 5,2 - 12,2 9,5 4,2 - 11,6 p = 0,937 

 
 

 Abb. 37: Oben: Exemplarische Masken der 
Osteocalcin-Färbungen der Fx + sIL-6R-Ak- 
und PT + sIL-6R-Ak-Gruppe (in 2.5.5. 
erläutert). Die oberen Bildhälften zeigen die 
Masken für das Knochen- und Kallusgewebe, 
die unteren Bildteile die Masken für die 
osteocalcin-positiven Bereiche. Unten: Dar-
stellung der errechneten osteocalcin-positiven 
Flächenanteile [%] der Fx + sIL-6R-Ak- und 
PT + sIL-6R-Ak-Gruppe als Boxplots. Je 
Gruppe n = 6. Im statistischen Vergleich 
konnte kein signifikanter Unterschied 
(p = 0,937) nachgewiesen werden (Mann-
Whitney-U-Test). 
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4. Diskussion  
 

In dieser Studie haben wir den in vivo-Einfluss des Transsignaling-Mechanismus auf die 

Frakturheilung in einem neuartigen Langzeitüberlebens-, Mono- und Polytrauma-

Mausmodell untersucht. Für die Simulation des Monotraumas etablierten wir operativ 

jeweils eine standardisierte Femur- und eine ipsilaterale Tibiafraktur. Die Simulation des 

Polytraumas erfolgte durch die zusätzliche Induktion eines hämorrhagischen Schocks. 

Das IL-6-Zytokinsystem spielt eine Schlüsselrolle in der akuten posttraumatischen 

Immunreaktion und der frühen Phase der Frakturheilung (< 24h) (69, 77). Deshalb 

entschieden wir uns für eine einmalige in vivo-Immunmodulation mittels sIL-6R- und 

sIL-6R-Ak-Applikation direkt nach dem Trauma. 

 

4.1. Frakturheilung im Monotrauma vs. Polytrauma 
 

Bei dem Vergleich der Fx- mit der PT-Gruppe ohne zusätzliche in vivo-Immunmodulation 

konnten wir im Gegensatz zu den früher publizierten Daten (90, 94, 95) keine 

statistischen Unterschiede in der Frakturheilung identifizieren (Abb. 11; Tab. 1). 

Wichmann et. al detektierten nach einer geschlossenen Fraktur in Kombination mit einem 

HS eine gesteigerte Osteozytennekrose am Frakturspalt und einen reduzierten 

Osteocalcinspiegel im Mausmodell (90). Daraus schlussfolgerten sie, dass die 

Kombination aus HS und Fraktur mit einer verschlechterten Frakturheilung einhergeht. In 

Hinblick auf unsere Daten ist jedoch anzumerken, dass in ihrem Versuch der End- und 

Untersuchungszeitpunkt nach 72 h und bei uns nach 21 Tagen lag. Bumann et al. 

untersuchten den Einfluss des HS auf die Frakturheilung an der Ratte. Am Endpunkt ihrer 

Untersuchungen nach 28 Tagen konnten sie in der anschließenden biomechanischen 

Untersuchung der geheilten Frakturen eine höhere mechanische Stabilität in der Gruppe 

mit Fraktur und HS im Vergleich zur Frakturgruppe ohne HS identifizieren (94). Sie 

konnten in der Gruppe mit HS am dritten postoperativen Tag einen signifikant höheren 

Blutfluss distal der Frakturregion im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne HS nachweisen. 

Somit vermag die bessere posttraumatische Durchblutung die Heilungsprozesse eher 

und in einem größeren Ausmaß zu initiieren (94). Eine biomechanische Testung wurde 

in unserer Arbeit nicht durchgeführt. Somit können wir nicht ausschließen, dass trotz 

fehlender signifikanter Unterschiede in unseren Messdaten klinisch relevante 
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Unterschiede in der mechanischen Stabilität vorlagen. Die Arbeitsgruppe um Lucas et al. 

untersuchte den Einfluss eines Blutverlustes auf den Knochenstoffwechsel ohne 

zusätzliche Fraktur an der Ratte. Dabei konnten sie nach 10 Tagen eine erhöhte 

Serumkonzentration an osteogenem Wachstumspeptid, eine gesteigerte 

Knochenformation und erhöhte Osteoblastenzahlen nachweisen (95). Weiterhin zeigten 

sie, dass die Konzentration des osteogenen Wachstumspeptides am 

10. postinterventionellen Tag ihr Maximum erreichte und im Anschluss rasant abfiel (95). 

Eben dieser Umstand sollte beachtet werden, wenn wir uns im weiteren Verlauf die 

Ergebnisse unserer histologischen Aufarbeitung zuwenden (siehe 4.5.1). 

In den genannten Arbeiten konnten, je nach betrachteten Parametern, Verbesserungen 

sowie Verschlechterungen der knöchernen Heilung identifiziert werden. Dabei gilt jedoch 

zu beachten, dass alle Arbeiten, bis auf die von Bumann et al., frühere 

Untersuchungszeitpunkte, als in der hier vorliegenden Arbeit angesetzt haben. Somit 

können längerfristige Effekte aus diesen Arbeiten nicht abgeleitet werden. 

Zusammenfassend stützt der Vergleich der Fx- mit der PT-Gruppe unsere klinischen 

Erfahrungen, dass ein PT mit einem HS nicht grundsätzlich mit einer beeinträchtigten 

Frakturheilung einhergeht. Vielmehr bestimmen die komplexen Interaktionen der 

unterschiedlichen Verletzungsmuster wie z. B. schwere Schädel-Hirn-, Thorax- oder 

Extremitätentraumata sowie individuelle Voraussetzungen, altersabhängige 

Unterschiede und das Ausmaß der posttraumatischen Immunantwort den Verlauf der 

Frakturheilung.  

 

4.2. Modulation des Transsignalings im Monotrauma 
 
Den Einfluss der posttraumatischen Immunantwort im Monotrauma konnten wir durch die 

signifikanten Unterschiede in der Frakturheilung unserer Versuchsmäuse demonstrieren, 

die unsere in vivo-Immunmodulationen des Transsignaling-Mechanismus erbrachten 

(Abb. 14 und 15; Tab. 3 und 5). Dies wiederspricht in der Grundaussage von Prystaz et 

al., welche für das Transsignaling im Monotrauma keinen relevanten Einfluss auf die 

Frakturheilung identifizieren konnten (109). Laut ihren Ergebnissen sei der klassische 

Signalweg essentiell für die Frakturheilung. Sie betrachteten in ihrer Arbeit jedoch nur die 

Blockade und nicht die Steigerung des Transsignalings (109).  

In unserer Monotraumagruppe induzierte die Steigerung des Transsignaling-

Mechanismus (sIL-6R-Applikation) die Knochenheilung. Dies präsentierte sich nach der 
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Heilungsdauer von 21 Tagen zum einen in einer gesteigerten Formierung an kortikalen 

und mineralisierten Knochen (BV/TV) zum anderen auch an einem signifikant erhöhten 

kortikalen Knochenvolumen im Bereich des femoralen Knochendefektes (Abb. 14; Tab. 

3). Diese Ergebnisse stehen mit früheren in vitro-Studien im Konflikt, die erbracht haben, 

dass IL-6 die Osteoklastendifferenzierung und somit den Knochenabbau fördert (110, 

111). Miyaura et al. beobachteten in ihrem in vitro-Versuchsaufbau, dass es durch die 

Blockierung von IL-6 und IL-6R zu einer verminderten Knochenresorption kommt (110). 

Palmqvist et al. zeigten, dass IL-6 über die Beeinflussung des Verhältnisses zwischen 

RANK, RANKL und OPG zu einer Differenzierung der Osteoklasten führt und somit den 

Knochenabbau fördert (111). Cho et al. untersuchten die Kallusdistraktionsosteogenese 

am Rattenmodell. Dabei kam es zu einer Hochregulierung von IL-6, welche über die 

Induktion der Osteoblastendifferenzierung zu einem Knochenaufbau führte (112). Yang 

et al. untersuchten den Unterschied zwischen IL-6-Knockout-Mäusen gegenüber 

Wildtyp-Mäusen. Sie detektierten eine verlangsamte und schlechtere 

Knochenmineralisierung und Knochenreifung in der Knockoutgruppe (113). Diese 

Ergebnisse decken sich mit unseren Beobachtungen, dass es nach der Steigerung des 

Transsignalings ebenfalls zur Zunahme der Knochenmineralisierung (BV/TV) kam 

(Abb. 14; Tab. 3). Yoshitake et al. beschrieben, dass IL-6 die Differenzierung der 

osteoklastären Vorläuferzellen hemmt, ohne die Aktivität der Osteoblasten zu 

beeinflussen. Weiterhin beeinflusse IL-6 in Kombination mit seinem löslichen Rezeptor 

die Proliferation der Osteoblasten und fördert über diesen Weg wiederum die Sekretion 

von RANKL und die Aktivierung von Osteoklasten (114).  

Dieser Mechanismus ließe sich auch in unserem Versuch ableiten. Nach der Blockierung 

des Transsignalings in der Fx-Gruppe ermittelten wir eine Verminderung des gesamten 

Knochenvolumens im Frakturspalt, die sich jedoch mit p = 0,065 als knapp nicht 

signifikant darstellte (TV; Abb. 15; Tab. 4). Möglicherweise würde sich dieser Effekt durch 

eine Erhöhung der Gruppenstärke als signifikant herauskristallisieren. Ein vermindertes 

gesamtes Knochenvolumen kann dadurch erklärt werden, dass durch das blockierte 

Transsignaling eine verminderte Osteoblastendifferenzierung und somit weniger 

Knochenaufbau stattfindet. Weiterhin müssen zum Beginn der Frakturheilung 

nekrotische Zellbestandteile und Knochenfragmente durch Makrophagen und 

Osteoklasten abgeräumt werden (115). Bei der Aktivierung dieser ist das Zusammenspiel 

von IL-6, sIL-6R und dessen Transsignaling in der akuten inflammatorischen Phase von 

Bedeutung (79). Insgesamt vermuten wir, dass es durch die Blockierung des 
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Transsignalings zu einer verminderten Remodelingrate kommt (116). Diese Annahme 

steht im Gegensatz zu Prystaz et al., die im Monotrauma durch die Blockade des 

Transsignalings keinen Effekt auf die Frakturheilung beobachten konnten (109). In ihrem 

Versuch verwendeten sie zur Blockade des Transsignalings sgp130FC, ein 

Fusionsprotein der extrazellulären gp130-Domäne, welches selektiv den 

IL-6/IL-6R-Komplex bindet und somit das Transsignaling blockiert (109). In unserem 

Versuchsaufbau nutzten wir den sIL-6R-Ak. Dieser bindet selektiv sIL-6R ohne IL-6, 

welches somit möglicherweise weiterhin für den klassischen Signalweg verfügbar bleibt, 

was die beobachteten Unterschiede im Versuch erklären könnte. 

Im direkten Vergleich der gegensätzlich modulierten Immunantworten (Abb. 16; Tab. 5) 

unseres Versuches zeigte sich besonders deutlich, dass der Transsignaling-

Mechanismus essentiell für die Knochendefektheilung im Frakturmodell ohne HS ist. Eine 

Blockierung des Transsignaling-Mechanismus geht, gegenüber der Steigerung mittels 

der Applikation von sIL-6R, mit einer signifikant verminderten Knochenmineralisierung 

sowie mit einem signifikant verminderten kortikalem Knochenvolumen einher. 

 

4.3. Modulation des Transsignalings im Polytrauma 
 
Im zweiten Teil unserer Studie untersuchten wir den Einfluss des Transsignaling-

Mechanismus auf die Frakturheilung beim PT, die Kombination aus Fraktur mit HS. In 

dieser Versuchsgruppe erbrachte die zusätzliche Steigerung des Transsignalings über 

die Applikation des sIL-6R keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Frakturheilung 

(Abb. 23; Tab. 9). Dies könnte durch den Fakt erklärt werden, dass ein HS an sich zu 

einer Steigerung des sIL-6R-Spiegels führt, was wir bereits bei der Etablierung unseres 

Schockmodells gezeigt haben (84). Wie aus unseren früheren Daten hervorgeht, kommt 

es unmittelbar nach der Initiierung des HS zu einem schnellen Anstieg der sIL-6R-

Serumkonzentration, die im weiteren zeitlichen Ablauf wieder rasch rückläufig ist (84). 

Genau in dieser frühen Phase fand in unserem Versuch die zusätzliche Applikation des 

sIL-6R statt, welcher den ohnehin erhöhten sIL-6R-Spiegel weiter anhob, jedoch keinen 

signifikanten Effekt in der Frakturheilung im Vergleich zur PT-Gruppe erzielte. Somit 

postulieren wir, dass es einen oberen Grenzwert der Transsignaling-Aktivität gibt, über 

den hinaus eine weitere Steigerung keinen zusätzlichen Einfluss auf die lokale 

Frakturheilung bewirkt. Dies könnte über eine möglicherweise limitierte gp130-
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Exprimierung auf den Zelloberflächen erklärbar sein, wodurch nur eine begrenzte Anzahl 

an IL-6/IL-6R-Komplexen binden und Signale nach intrazellulär transduzieren können.  

Hingegen hat die Blockierung der hohen Transsignaling-Aktivität in der PT-Gruppe über 

die Applikation des sIL-6R-Ak zu einer signifikant erhöhten Knochenmineralisierung 

(BV/TV; Abb. 24; Tab. 10) im Vergleich zur PT-Gruppe geführt. Diese Ergebnisse 

unterstützen die in vitro- und in vivo-Studien, die zeigen, dass der Transsignaling-

Mechanismus maßgeblich an der Regulation des durch Osteoblasten und Osteoklasten 

vermittelten Knochenabbau, Aufbau und Umbau beteiligt ist (110-115). Auch in unserer 

Arbeit konnten wir zeigen, dass eine verringerte Osteoklastendichte mit einer höheren 

Knochenmineralisierung einhergeht (Abb. 17; Tab. 6). Kaiser et al. konnten in einem 

vergleichbaren Mausmodell (Femurosteotomie in Kombination mit einem Thoraxtrauma) 

durch die Blockierung des Transsignalings ebenso eine verbesserte Frakturheilung mit 

einer schnelleren knöchernen Überbrückung der Frakturzone und einer beschleunigten 

Knochenmineralisierung nachweisen (117). 

Analog zur Frakturgruppe ohne HS reguliert die in vivo-Modulation des Transsignaling-

Mechanismus grundlegend die Frakturheilung. Doch im Gegensatz zur Fx-Gruppe ohne 

HS hat die Blockierung des Transsignaling-Mechanismus über die sIL-6R-Ak-Applikation 

in der PT-Gruppe einen signifikant bessere Frakturheilung zur Folge (Abb. 24; Tab. 10).  

 

4.4. Modulation des Transsignalings im Vergleich Mono-/ Polytrauma 
 

In der Untersuchung des Transsignaling-Mechanismus im Mono- und Polytrauma 

konnten wir nachweisen, dass dieser einen relevanten Einfluss auf die Frakturheilung 

hat. Im Monotrauma hatte die Steigerung des Transsignalings eine verbesserte (Abb. 14; 

Tab. 3) und die Blockierung desselben eine unveränderte, bzw. angedeutet 

verschlechterte Frakturheilung zur Folge (Abb. 15; Tab. 4). In der PT-Gruppe konnte 

durch die Steigerung des Transsignalings keine signifikante Veränderung beobachtet 

werden (Abb. 23; Tab. 9), jedoch zeigte sich in dieser Gruppe durch die Blockierung des 

Transsignaling-Mechanismus eine verbesserte Frakturheilung (Abb. 24; Tab. 10). Im 

direkten Vergleich der Fx-Gruppe und gesteigertem Transsignaling mit der PT-Gruppe 

und gesteigertem Transsignaling (Fx + sIL-6R vs. PT + sIL-6R) zeigte sich in der PT-

Gruppe eine signifikant geringere Knochenmineralisierung (Abb. 32; Tab. 15). Im direkten 

Vergleich der Fx-Gruppe und blockiertem Transsignaling mit der PT-Gruppe und 

blockiertem Transsignaling (Fx + sIL-6R-Ak vs. PT + sIL-6R-Ak) konnten wir in der PT-
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Gruppe eine bessere Frakturheilung identifizieren, die sich in signifikant höheren Werten 

für das gesamte Volumen in der VOI (TV), dem Knochenvolumen (BV) und dem 

Kallusvolumen äußerte (Abb. 33; Tab. 16). 

Erstellt man nun eine Art hierarchische Anordnung der Frakturheilung und der 

Transsignaling-Aktivität in den verschiedenen Gruppen so lässt sich festhalten, dass die 

geringste Transsignaling-Aktivität in der Fx-Gruppe, mit der zusätzlichen Applikation des 

sIL-6R-Ak und die höchste Transsignaling-Aktivität in der PT-Gruppe mit zusätzlicher 

sIL-6R-Applikation anzunehmen sind. Beide Gruppen hatten in unserer Studie jedoch 

nicht die beste Frakturheilung. Die Gruppen Fx, Fx + sIL-6R, PT + sIL-6R-Ak und PT 

befinden sich vom Ausmaß des Transsignalings zwischen diesen beiden Extremen. In 

diesen Gruppen konnten wir die signifikant beste Frakturheilung beobachten. 

Daraus schlussfolgern wir, dass es einen optimalen Bereich für die Aktivität des 

IL-6-Systems gibt, die es in weiterführenden Untersuchungen zu bestimmen gilt. 

 
4.5. Histologie 
 

4.5.1. Osteoblasten 
Für die Untersuchung der Osteoblasten in den angefertigten Präparaten entschieden wir 

uns für eine Osteocalcin-Färbung. Osteocalcin wird hauptsächlich von Osteoblasten und 

Odontoblasten bei deren Differenzierung und Mineralisation synthetisiert und sezerniert 

(106). Dies macht Osteocalcin zu dem spezifischsten Marker für die Osteblastenaktivität 

(107). Da es uns im Präparat lichtmikroskopisch nicht möglich war, einzelne Osteoblasten 

sicher zu identifizieren, entschieden wir uns für die Ermittlung der osteocalcin-positiven 

Bereiche mittels Farbschwellenwert (siehe 2.5.5.; Abb. 10). Diese haben wir in das 

Verhältnis zur Fläche des gesamten Gewebes im Frakturspalt gesetzt. Diese Methode 

ermöglichte eine standardisierte und gut reproduzierbare Auswertung. 

In der Analyse der Messwerte für die Osteoblasten konnten wir in keiner Gruppe 

signifikante Unterschiede identifizieren. Nur im Vergleich der PT-Gruppe mit der 

PT + sIL-6R-Ak-Gruppe zeichnete sich ein Trend (p = 0,065) zugunsten eines höheren 

Flächenanteils an osteocalcin-positiven Bereichen in der Gruppe mit dem geblockten 

Transsignaling ab (Abb. 29; Tab. 13). 

Lucas et al. konnten in ihrer Arbeit nach HS und Knochenmarksablation einen Anstieg 

der Osteoblastenzahlen und des osteogenen Wachstumspeptids sowie eine höhere 

mineralische Apositionsrate am trabekulären Knochen messen (95). Diese Daten decken 
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sich mit unserer Bobachtung, dass im Gruppenvergleich PT vs. PT + sIL-6R-Ak nach der 

Blockierung des Transsignalings eine signifikant erhöhte Knochenmineralisierung 

(BV/TV; Abb. 24; Tab. 10) mit einem erhöhten osteocalcin-positiven Flächenanteil 

einhergeht (Abb. 29; Tab. 13). Weiterhin ergaben die Ergebnisse von Lucas et al. einen 

rasanten Abfall des osteogenen Wachstumspeptids nach dem 10. postinterventionellen 

Tag (95). Das osteogene Wachstumspeptid fördert die Differenzierung und 

Mineralisierung der Osteoblasten (118). Da unser Zeitpunkt der histologischen 

Aufarbeitung am 21. postinterventionellen Tag stattfand, lässt sich, durch den vermutlich 

frühzeitigen Abfall des Wachstumspeptids vor unserem Untersuchungszeitpunkt, die 

relativ homogene Osteoblastenaktivität in unseren Untersuchungsergebnissen erklären.  

Wichmann et al. beschrieben einen verringerten Plasmaosteocalcinspiegel mit einer 

einhergehenden verminderten osteoblastären Aktivität 72 h nach der Induktion eines HS 

(90). Auch hier ist nur die Aktivität der Osteoblasten an einem frühen Zeitpunkt nach der 

Intervention beschrieben. Langzeitergebnisse fehlen in diesem Falle, um Rückschlüsse 

auf die weitere Kinetik zu tätigen (90). Yang et al. untersuchten die Frakturheilung an 

IL-6-deplettierten Mäusen im Vergleich zu Wildtyptieren. Dabei fanden sie in den frühen 

Untersuchungszeitpunkten eine verlangsamte Kallusreifung bei den IL-6-deplettierten 

Mäusen, die sich jedoch, bis zum Endpunkt nach 6 Wochen, der der Wildtyptiere anglich 

(113). Auch Neunaber et al. fanden 21 Tage, respektive 23 Tage nach HS, keine 

signifikante Beeinflussung der Osteoblasten nach HS im Vergleich zur Sham-Gruppe 

(97). 

Insgesamt decken sich unsere Ergebnisse mit denen bereits in der Literatur vorhandenen 

Beobachtungen. Der nachweisbare, wenn auch knapp nicht signifikante Unterschied der 

osteoblastären Aktivität im Gruppenvergleich PT vs. PT + sIL-6Ak zeigt, dass ein Einfluss 

durch den Transsignaling-Mechanismus auf die Osteoblasten besteht (Abb. 29; Tab 13). 

Jedoch müssen wir auch zu dem Schluss kommen, dass weitere Untersuchungen zu 

früheren Zeitpunkten stattfinden müssen, um die genaue Kinetik der Osteoblasten näher 

zu verstehen. 

 

4.5.2. Osteoklasten 
Für die Auswertung der Osteoklasten im Präparat entschieden wir uns für die TRAP-

Färbung in Kombination mit einer Kernfärbung mittels Hämalaun nach Mayer. So stellten 

sich die Osteoklasten gut kontrastiert im Präparat dar und ließen sich unter dem 

Lichtmikroskop sicher auszählen (siehe 2.5.4.; Abb. 9). Durch den Bezug der 
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Osteoklastenzahlen auf einen mm2 ließen sich unterschiedlich große Querschnittsflächen 

des neu geformten Gewebes im Frakturspalt gut miteinander vergleichen. 

Im Vergleich unserer histologischen Daten fanden wir in drei Gruppen signifikante 

Unterschiede in den Osteoklastenzahlen. Im Vergleich Fx vs. Fx + sIL-6R, sowie Fx vs. 

Fx + sIL-6R-Ak ermittelten wir jeweils signifikant geringere Osteoklastenzahlen sowohl 

für das gesteigerte (Abb. 17; Tab. 6) als auch das blockierte Transsingnaling (Abb. 19; 

Tab. 7). Weiterhin zeigten sich die Osteoklastenzahlen im Vergleich der Gruppen 

Fx + sIL-6R-Ak vs. PT + sIL-6R-Ak in der PT-Gruppe signifikant verringert (Abb. 36; 

Tab. 18).  

Bringen wir diese Ergebnisse mit den Messwerten des µCTs zusammen, so lassen sich 

deutliche Zusammenhänge erkennen. In der Fx-Gruppe mit gesteigertem Transsignaling 

gehen niedrige Osteoklastenzahlen (Abb. 17; Tab. 6) mit einer signifikant besseren 

Knochenmineralisierung und einem höheren Volumen an kortikalem Knochen einher 

(Abb. 14; Tab. 3). Diese Beobachtung interpretieren wir dahin, dass es durch eine 

geringere Osteoklastenaktivität bei unveränderter Osteoblastenaktivität, in der Summe 

die Knochenreifung und Mineralisierung begünstigt sowie im Remodelingprozess 

vermehrt kortikaler Knochen gebildet wird.  

In der Fx-Gruppe mit blockiertem Transsignaling zeigten sich im Vergleich ebenso 

verminderte Osteoklastenzahlen (Abb. 19; Tab. 7) mit einem im µCT ermittelten 

geringeren totalen Knochenvolumen im Frakturspalt (TV; Abb. 15; Tab. 4). Diese 

Beobachtung wurde bereits unter dem Punkt 4.2. diskutiert. Zusammenfassend vermuten 

wir, dass es durch eine initiale geringere Rekrutierung und Differenzierung der 

Osteoblasten und Makrophagen, zu einem verlangsamten Abbau der Zelltrümmer und 

des nekrotischen Knochenmaterials kam (79, 115). Der dadurch verlangsamte Beginn 

der Frakturheilung hat sich unserer Interpretation zur Folge dann durch eine verminderte 

Remodelingrate bis zum Endpunkt nach 21 Tagen fortgesetzt (116). Um diese These zu 

verifizieren, wäre die Wiederholung der Untersuchung zu früheren 

Untersuchungszeiträumen sinnvoll. 

Der dritte signifikante Unterschied der Osteoklastenzahlen zeigte sich im Vergleich der 

beiden Gruppen mit blockiertem Transsignaling (Fx + sIL-6R-Ak vs. 

PT + sIL-6R-Ak; Abb. 36; Tab. 18). In diesem Vergleich ergaben die µCT-Daten 

signifikant höhere Volumina für TV, BV und der Kallusmitte (Abb. 33; Tab. 16) zu Gunsten 

der PT-Gruppe. Diese Kombination aus hohen Volumina in der µCT-Analyse mit hohen 

Osteoklastenzahlen erscheint zuerst konträr zu den vorherigen Interpretationen. Wie 
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bereits in 4.4. erläutert, ist die Gruppe Fx + sIL-6-R-Ak diejenige mit der geringsten 

Transsignaling-Aktivität, wohingegen die Gruppe PT + sIL-6R-Ak eine höhere 

Transsignaling-Aktivität aufweist, welche, so unsere Hypothese, sich in der Nähe des 

optimalen Bereiches der Transsignaling-Aktivität befindet. Dieser Kontrast untermauert, 

dass ein niedriges Transsignaling vermutlich mit einer verlangsamten Frakturheilung, mit 

verlangsamter Rekrutierung und Aktivierung der Osteoklasten sowie einem 

verlangsamten Remodelingprozess einhergeht (79, 115, 116). 

In der Literatur ist zu finden, dass hohe IL-6-Spiegel mit Erkrankungen wie rheumatoider 

Arthritis und Osteoporose vergesellschaftet sind (119). Der Auf-, Ab- und Umbau des 

Knochens und die dabei notwendige Differenzierung von MSCs zu Osteoklasten wird, 

wie bereits in der Einleitung erörtert, über RANK/RANKL und OPG reguliert (55). Tamura 

et. al haben in vitro gezeigt, dass IL-6, sowie sIL-6R allein in einer Kultur mit Osteoblasten 

und MSCs nicht die Osteoklastendifferenzierung stimulieren können (120). Wurden 

jedoch IL-6 und sIL-6R gemeinsam in die Kultur mit Osteoblasten und MSCs hinzugefügt, 

so regten sie die Osteoklastendifferenzierung über die Induktion der RANKL- Expression 

auf den Osteoblasten an (114, 120, 121). Weiterhin wird in der Literatur beschrieben, 

dass IL-6 auf dem klassischen Signalweg die Differenzierung der Osteoklastenvorläufer 

blockiert (114). Zusammenfassend zeigen die Daten in der Literatur, dass das 

IL-6-System und sein Transsignaling-Mechanismus von Bedeutung für die 

Differenzierung, Rekrutierung und Aktivität der Osteoklasten sein müssen. Dies wird auch 

durch unsere Daten gestützt. 

Aber auch bei der Interpretation der Osteoklastenaktivität gilt der gleiche Kritikpunkt, wie 

bei den Osteoblasten. Unserer Ergebnisse geben eine Momentaufnahme zum Zeitpunkt 

des Versuchsendes nach 21 Tagen an, die es erschwert, die genaue Kinetik der 

osteoklastären Aktivität im Zeitraum von der Intervention bis zum Versuchsende zu 

charakterisieren. 
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4.6. Zusammenfassende Beantwortung der Fragestellung 
 
I. Gibt es Unterschiede der Frakturheilung zwischen Mono- und Polytrauma? 

Unsere Studie zeigte, dass ein PT mit einem HS nicht grundsätzlich mit einer 

beeinträchtigten Frakturheilung einhergeht, was sich auch mit unseren klinischen 

Erfahrungen deckt. Vielmehr bestimmen die komplexe Interaktion der unterschiedlichen 

Verletzungsmuster, sowie individuelle Voraussetzungen, altersabhängige Unterschiede 

und das Ausmaß der posttraumatischen Immunantwort den Verlauf der Frakturheilung.  
 

II. Welchen Einfluss hat der Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung 
beim Monotrauma? 

Im Monotrauma führte die Steigerung des Transsignaling-Mechanismus zu einer 

Verbesserung und die Blockierung desselbigen zu einer Verschlechterung der 

Frakturheilung. 
 

III. Welchen Einfluss hat der Transsignaling-Mechanismus auf die Frakturheilung 
beim Polytrauma? 

Beim Polytrauma hat eine Steigerung des Transsignaling-Mechanismus keinen 

signifikanten Einfluss auf die Frakturheilung. Hingegen resultiert eine Blockierung des 

Transsignalings beim Polytrauma in einer Verbesserung der Frakturheilung. 
 

IV. Gibt es Unterschiede der Frakturheilung bezüglich des Transsignaling-
Mechanismus im Mono- und Polytrauma?  

Während sich im Monotrauma die Frakturheilung mit zunehmender Transsignaling-

Aktivität verbessert, konnte beim Polytrauma mit abnehmender Transsignaling-Aktivität 

eine Verbesserung der Frakturheilung nachgewiesen werden. Dies führt uns zu der 

Hypothese, dass es einen optimalen Bereich der Transsignaling-Aktivität geben muss. 
 

V. Welchen Einfluss hat die Modulation des Transsignaling-Mechanismus auf die 
Aktivität der Osteoklasten und Osteoblasten? 

Über die Beeinflussung des Transsignalings scheint es auch eine Beeinflussung der 

Osteoblasten und Osteoklasten zu geben. In unserer Studie zeigten sich mehrfach 

signifikante Unterschiede in der Osteoklastendichte. Für die Osteoblastendichte zeigten 

sich nur wenige Langzeiteffekte nach 21-tägiger Heilungsphase. Insgesamt werden 

weitere Versuche zu früheren Untersuchungszeitpunkten notwendig sein, um die genaue 

Kinetik der zellulären Aktivität zu beschreiben.  
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4.7. Limitationen der Studie 
 

In der hier vorliegenden Studie wurde erstmals ein neuartiges Langzeitüberlebens-

Mono-/ Polytrauma-Mausmodell verwendet. Aus Gründen des Tierschutzes und der 

Unklarheit über die zu erwartenden Ergebnisse entschieden wir uns für eine 

Gruppenstärke von n = 6. Vergleichbare Arbeiten verwendeten Gruppenstärken von 

n = 4 - 8 Versuchstieren (90, 92, 94, 95, 109, 117). Dabei gilt jedoch zu beachten, dass 

eine geringe Fallzahl eine verminderte Testpower bzw. verringerte Trennschärfe bedingt 

und somit die Wahrscheinlichkeit, einen Fehler 2. Art zu begehen, steigt - d.h. einen in 

der Realität vorliegenden Unterschied aufgrund einer geringen Effektstärke fälschlicher 

Weise nicht zu erkennen (122). Bei der Interpretation der Ergebnisse mussten wir uns 

mit den Aussagen auf den hier vorliegenden Datensatz beschränken. 

 

4.7.1. Limitation des Frakturmodells 
Die Frakturen wurden in dieser Arbeit auf zwei verschiedenen Wegen erzeugt. Zum einen 

erfolgte die offene Osteotomie des Femurs mittels Gigli-Sägedraht, sowie im Bereich der 

ipsilateralen Tibia mittels geschlossener 3-Punkt-Biegetechnik.  

Obwohl die, durch die 3-Punkt-Biegetechnik erzeugten Tibiafrakturen eher der realen 

Biomechanik einer Frakturentstehung entsprechen, entschieden wir uns für die 

Verwendung der osteotomierten Femora für die anschließenden radiologischen und 

histologischen Analysen. Durch die Osteotomie wurde ein standardisierter Frakturspalt 

von 0,66 mm Breite erzeugt, der die Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen 

ermöglichte. Diese Technik birgt jedoch Aspekte, die nicht unbedacht bleiben sollten. 

Durch den lateralen Zugang zum Femur kam es zu einer zusätzlichen Schädigung des 

umgebenen Weichteilgewebes. Weiterhin wurden durch die Osteotomie der bereits zuvor 

mit einem Fixateur externe versorgte Femura mechanische Belastungen eines realen 

Frakturmechanismus, wie z. B. Scherkräfte und Stauchungen, minimiert oder sogar 

vermieden. Die durch die Osteotomie entstandenen Frakturränder waren relativ glatt 

begrenzt, wodurch es möglicherweise zu einer geringeren Oberfläche der 

gegenüberliegenden Frakturränder kam, als dies bei einer herkömmlichen Fraktur der 

Fall ist. Zuletzt besteht die Möglichkeit, dass trotz gründlichen Spülens während der 

Osteotomie vereinzelt Knochenspäne in das benachbarte Gewebe versprengt wurden. 
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4.7.2. Limitation der Histologie in unserer Studie 
In der hier vorliegenden Arbeit analysierten wir die stattgehabte Frakturheilung am 

definierten Endpunkt des Versuches nach 21 Tagen. Der Frakturheilungsprozess 

verläuft, wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, in verschiedenen 

Stadien. Daraus ergibt sich, dass die hier erhobenen Daten nur eine Momentaufnahme 

eines dynamischen Prozesses darstellen, der sich im Zeitraum zwischen dem initialen 

Trauma und dem finalen Abschluss des Remodelingprozesses befindet. 

Zur genauen Beurteilung des Einflusses des Transsignaling-Mechanismus auf die 

osteoblastäre und osteoklastäre Aktivität in diesem dynamischen Prozess wird es in 

weiterführenden Studien notwendig sein, den Frakturheilungsprozess in mehrere 

Untersuchungszeitpunkte zu unterteilen, um die oben beschriebene Abläufe im Detail 

abzubilden und zu verstehen.  

Weiterhin erfolgte die histologische Aufarbeitung nur an einer Schnittebene, wodurch die 

in unserer Arbeit getroffenen Aussagen eine gleichmäßige Verteilung der 

Zellpopulationen im dreidimensionalen Frakturspalt und im gebildeten Kallusgewebe 

voraussetzen. 

Die Studienpopulation dieses Teilprojektes betrug 36 Mäuse. Dies führte zu einer 

Gruppenstärke von jeweils 6 Tieren. Besonders in den Zellzahlen gab es eine teils 

größere Streuung der Messwerte, erkennbar an den Interquartilsabständen, was die 

Beurteilung signifikanter Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen erschwerte 

(siehe z. B. Tab. 2 und Tab. 8). 

 
4.8. Zusammenfassung und Ausblick 
 

Wir haben bewiesen, dass der Transsignaling-Mechanismus und die in vivo Modulation 

im Mono- als auch Polytrauma fundamental an der Regulation des 

Knochenheilungsprozesses beteiligt sind und diesen nachhaltig beeinflussen können. 

Das Polytrauma ist nicht generell mit einer beeinträchtigten Frakturheilung verbunden. 

Vielmehr sind die Höhe der posttraumatischen Immunantwort und dass damit 

einhergehende Ausmaß des Transsignalings ausschlaggebend für die ungestörte 

Frakturheilung. 

Der Transsignaling-Mechanismus stellt einen potentiellen Angriffspunkt für eine 

spezifische in vivo-Immunmodulation des Frakturheilungsprozesses dar. So könnten in 

Zukunft möglicherweise Patienten, die ein hohes Risiko für eine verzögerte 
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Frakturheilung oder die Ausbildung von Pseudarthrosen haben, frühzeitig über die 

Modulation des Transsignalings therapiert werden. 

Die Zielsetzung für weitere Studien wird es sein, den optimalen Zielbereich der 

posttraumatischen Immunantwort zu identifizieren, um über die Immunmodulation des 

Transsignaling-Mechanismus eine auf den Patienten abgestimmte Therapie zu 

ermöglichen.  
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