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4 Zusammenfassung

Knochengewebe besitzt die besondere Féhigkeit, sich nach einer Fraktur wieder vollstindig zu
regenerieren. Trotzdem kommt es bei 5-10 % der Patienten nach einem Knochenbruch zur beein-
trachtigten Knochenheilung. Mit einer élter werdenden Bevdlkerung nimmt diese Entwicklung zu.
Eine verlidngerte Therapiedauer, hohere Kosten fiir das Gesundheitssystem und eine schlechtere
Lebensqualitét fiir Patienten sind die Folgen. Dem kann mit den bisherigen Therapieoptionen nur

unzureichend vorgebeugt werden.

Urséchlich fiir eine gestorte Heilung konnen eine beeintrachtigte Angiogenese und eine prolon-
gierte Entzlindungsreaktion sein. Im Rahmen der Entwicklung neuer Therapieverfahren wurde
deshalb bereits der positive Effekt der lokalen Applikation pro-angiogen und immunmodulatorisch
wirksamer CD31" Zellen tiberpriift und zu einem spaten Heilungszeitpunkt nachgewiesen. In der
vorliegenden Arbeit wird die Wirkung der Zellen auf Angiogenese und Inflammation sowie die

damit verbundene Gewebedifferenzierung zu fritheren Heilungszeitpunkten ndher charakterisiert.

In einem bereits etablierten Tiermodell fiir eine biologisch verzdgerte Frakturheilung wurde weib-
lichen, 12 Monate alten Sprague-Dawley Ratten ein artifizielles Himatom mit entweder der Ge-
samtheit an PBMCs (Kontrollpopulation) oder einer angereicherten CD31" Zellpopulation in ei-
nen 2 mm breiten Osteotomiespalt transplantiert. Um die frithen Zeitpunkte zu analysieren,
wurden die Tiere 3 und 7 Tage nach Osteotomie euthanasiert und histologische Untersuchungen
an den kryokonservierten Priparaten durchgefiihrt. Mittels deskriptiver und quantitativer Analy-

sen wurde die GeféaBsituation und die Entwicklung des neu entstandenen Gewebes beurteilt.

Die CD31" Zellapplikation fiihrte zu einer signifikant geringeren Menge an Bindegewebe und
einem signifikant groBeren Bestand des artifiziellen Hdmatoms 7 Tage nach Osteotomie. Die
Menge an mineralisiertem Gewebe lag in der CD31 Gruppe iiber, die des gebildeten Knorpelge-
webes unter den Werten der PBMC Gruppe. Aus den histologischen Analysen wurde abgeleitet,
dass die immunregulative Wirkung der CD31" Zellen einen langeren Erhalt des Frakturhdmatoms
bedingt und dariiber der immunregulative und osteogene Effekt der CD31" Zellen ausgedehnt
wird. Dies beeinflusst vermutlich auch den Matrix-Umbau und verhinderte einen unilateralen Ver-
schluss des Markraums in der CD31 Gruppe. Dieser ist fiir die Ausbildung von Pseudarthrosen

charakteristisch und war in der PBMC Gruppe zu beobachten. Ein positiver Einfluss der CD31*
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Zellapplikation auf die Angiogenese zu frithen Zeitpunkten lie3 sich mit der erhobenen Geféallan-

zahl im Vergleich zur PBMC Gruppe nicht feststellen.

Die ergédnzenden Erkenntnisse dieser Arbeit tiber die Wirkung der CD31" Zellen zu Beginn der
Heilung konnen helfen, ihren zukiinftigen Einsatz im Rahmen neuer Therapieoptionen voranzu-
treiben. Da sie als periphere Blutzellen leicht und kostengiinstig zu gewinnen sind, stellen die
CD31" Zellen einen vielversprechenden Ansatz bei der Therapie beeintréichtigter Frakturheilung

dar.
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5 Abstract

Bone tissue has the potential to regenerate completely after a fracture. Nevertheless, 5-10% of
patients experience impaired bone healing. With an aging population, poor healing processes in-
crease. The consequences are an extended duration of therapy, higher costs for the health system

and a poorer quality of life for patients. Current therapies cannot prevent these events sufficiently.

Impaired fracture healing can be caused by disturbed angiogenesis and a prolonged inflammatory
phase. As part of the evaluation of new therapy methods, local administration of pro-angiogenic
and immunomodulatory CD31+ cells was evaluated in preliminary studies and already proven
successful by assessment of late healing stages. The present work examines the effect of the cell
application on angiogenesis and inflammation and the associated tissue differentiation at earlier

healing stages.

In an established animal model for biologically impaired fracture healing an artificial hematoma,
either containing PBMCs (control population) or an enriched CD31+ cell population, was trans-
planted into a 2 mm osteotomy gap of female, 12-month-old Sprague-Dawley rats. To analyze the
early healing stages, the animals were euthanized 3 and 7 days after osteotomy and histological
examinations were carried out on the cryo-preserved specimens. By descriptive and quantitative

analyses, the vascular situation and the newly formed tissue were assessed.

CD31+ cell application led to a significantly lower amount of connective tissue and a significantly
larger residual of the artificial hematoma 7 days after osteotomy. The amount of mineralized tissue
was higher, the amount of newly formed cartilage lower in the CD31 group compared to the PBMC
group. It was deduced that the immunoregulatory effects of the CD31+ cells cause a prolonged
retention of the fracture hematoma which in turn extends the immunoregulatory and osteogenic
effects of the CD31+ cells. This may also influence the matrix remodelling as CD31+ cell
application prevented a unilateral closure of the medullary channel. This characteristic of the
formation of a non-union was observed in the PBMC group. A positive impact of CD31+ cell
application on angiogenesis at early healing stages could not be confirmed by the number of

vessels counted in comparison to the PBMC group.
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The additional findings of this work can help to advance future use of the CD31+ cells in the
context of new therapy options. Since they are easy and inexpensive to obtain, the CD31+ cells

represent a promising approach in the treatment of impaired fracture healing.
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6 Einleitung

6.1 Knochenfunktion und -aufbau

6.1.1 Allgemeine Funktion von Knochen

Knochen stellt zusammen mit Knorpelgewebe das Stiitzgewebe des Korpers dar. Entsprechend
dieser Funktion, zeichnet er sich sowohl durch Hérte und Druckfestigkeit, als auch durch einen
gewissen Grad an Elastizitét aus und ist damit insgesamt biegefest (1, 2). Als Teil des Bewegungs-
apparates ermdglichen Knochen iiber Sehnen und Muskeln die aktive Bewegung. Sie dienen dem
Schutz innerer Organe und sind Ort des blutbildenden Knochenmarks. Dariiber hinaus stellt Kno-
chen durch seine Zusammensetzung eine wichtige Komponente bei der Regulation der Kalzium-

homoostase dar (1).

6.1.2 Aufbau von Knochen

Unterschiedliche Lage und Aufgaben fiihren zu einer Formenvielfalt von kndchernen Strukturen.
Der ldngliche Knochenschaft von Rohrenknochen wird als Diaphyse bezeichnet, an deren beiden
Enden sich die Epiphysen befinden, die mit Gelenkknorpel {iberzogen sind und mit benachbarten
Knochen als Gelenke kommunizieren konnen (Abbildung 1 A). Zwischen Diaphyse und Epiphyse
liegt ein trichterférmig verbreiterter Knochenabschnitt, der als Metaphyse bezeichnet wird, und
die Epiphysenfuge, die sich an der Grenze von Meta- zu Epiphyse befindet. Bis sie zum Abschluss
des Knochenwachstums verknochert (dann als ,,Linea epiphysealis* bezeichnet) sorgt sie fiir das

Langenwachstum der Rohrenknochen (1, 2).

Man unterscheidet zwei verschiedene Bauarten innerhalb des Knochens: Substantia spongiosa und
Substantia compacta (Abbildung 1 B und C). Die Substantia spongiosa besteht hauptséchlich aus
Knochenbilkchen (Trabekeln), die gemeinsam eine Art Gitterwerk bilden, dessen Organisation
malgeblich fiir die Druck- und Zugbelastung des Knochens verantwortlich ist (trajektorielle Aus-
richtung). In den Zwischenrdumen der Trabekel befindet sich blutbildendes Knochenmark. In den
als Substantia compacta bezeichneten Knochenanteilen findet sich dicht gepacktes, kompaktes
Knochengewebe, das die Markhohle (gefiillt mit Fettmark) umgibt und in den Epiphysenbereichen
als Substantia corticalis die spongidsen Bereiche umschlief3t (1, 2) (Abbildung 1 C).

12 Einleitung ® Knochenfunktion und -aufbau
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Abbildung 1: Darstellung des Knochenaufbaus am Beispiel des Femurknochens des Menschen

A: Frontaler Sdgeschnitt durch den proximalen und distalen Teil des Oberschenkelknochens B: Ausschnitt aus der Substantia
spongiosa mit Zellen des Knochens C: Darstellung der Substantia compacta D: Aufbau des Periosts. Abbildung entnommen
und modifiziert aus (3).

Die Oberfldche von Knochen wird groftenteils von Periost bedeckt, welches sich in zwei Schich-
ten gliedert: Stratum fibrosum und Stratum osteogenicum (Abbildung 1 D). Das Periost spielt eine
herausragende Rolle bei der Regeneration von Knochengewebe, da das dem Knochen anliegende
Stratum osteogenicum (oder Kambium) Herberge einer Vielzahl von Zellen ist, die an dem Rege-
nerationsprozess beteiligt sind (mesenchymale Stromazellen, Osteoprogenitorzellen, Osteoblas-
ten, Osteoklasten). Die Auskleidung innerer Oberflichen im Knochen samt der Gefd3kanile er-
folgt durch das Endost, das eine dem Periost dhnliche Zellzusammensetzung aufweist und
zusitzlich aus einer diinnen Schicht extrazelluldrer Matrix besteht (1, 2). Die (wasserfreie) Kno-
chenmatrix setzt sich zu 70 % aus anorganischen (mineralischen) und zu 30 % aus organischen
Bestandteilen zusammen (1, 2). Den Hauptbestandteil der mineralisierten Matrix bilden Hydro-

xylapatit-Kristalle, die organischen Komponenten werden zum Grof3teil von Kollagen Typ I (90

Einleitung ® Knochenfunktion und -aufbau 13



%) und zu einem geringeren Teil (10 %) von verschiedenen Proteinen gebildet. Da sich die Hyd-
roxylapatit-Kristalle an die Kollagenfibrillen anlagern, entsteht ein Verbund, der den Knochen
gleichzeitig druckfest (Kristalle) und zugfest (Kollagenfibrillen) macht. Sind die Kollagenfibrillen
in gleicher Orientierung ausgerichtet und bilden dadurch aneinander liegende Lamellen, spricht
man von Lamellenknochen, wie er im ausdifferenzierten Erwachsenenskelett fast ausschlie3lich
vorkommt. Die bereits erwahnten Substantiae spongiosa und compacta sind beide Ausdruck dieses
Organisationsmusters des Kollagens. Von einem Osteon spricht man, wenn innerhalb der Kom-
pakta mehrere Lamellen spiralformig um einen Havers-Kanal herum liegen, welcher die Leitungs-
bahnen des Knochens beherbergt und mit dem Markraum in Verbindung steht (Abbildung 1 C).
Im Gegensatz zum Lamellenknochen fehlt eine hohergradig spezialisierte Struktur im dadurch
biomechanisch minderwertigeren Geflechtknochen. Dieser wird vor allem wihrend der Skelett-
entwicklung gebildet und tritt auch im Rahmen der Knochenbruchheilung in Erscheinung, kommt

iiberdies im Erwachsenenskelett aber praktisch nicht mehr vor (1, 2).

Die GefdBBversorgung des Knochens wird iiber die Arteria nutricia gewéhrleistet, die tiber das Fo-
ramen nutricium durch die Kompakta in den Knochen eintritt und bis in den Markraum hervor-
dringt. Dort speist sie das Knochenmark tiber Mikrogeféfe, tiber die auch die Spongiosa-Bélkchen
versorgt werden, und wendet sich dann zuriick in die Peripherie. Dabei gehen — bei R6hrenkno-
chen nahezu parallel zur Léngsachse des Knochens — die Havers-Gefédfle von ihr ab. Querverlau-
fende GefdBanastomosen zwischen den Havers-Gefdflen werden als Volkmann-Kanile bezeichnet

(2) (Abbildung 1 C).

6.1.3 Zellen des Knochens

Ausgehend von mesenchymalen Stromazellen (MSCs), bilden sich Osteoprogenitorzellen, die zu
Osteoblasten ausdifferenzieren. Diese Zellen sind mafigeblich am Aufbau der extrazelluldren Mat-
rix (EZM) beteiligt: Sie sezernieren alle organischen Bestandteile der EZM (sogenanntes Osteoid)
und steuern die nachfolgende Mineralisation des Osteoids, wodurch neue Knochenlamellen ent-
stehen (1, 2). Schreitet die Mineralisierung der Matrix voran, werden die Osteoblasten als Folge
dieses Prozesses in die Matrix eingemauert. Dadurch werden sie zu Osteozyten, die als ,,Mecha-
nosensoren weiterhin auf Druck- und Zugkrifte reagieren und die Information an Osteoblasten
und dariiber auch an Osteoklasten des umliegenden Gewebes weiterleiten konnen (Abbildung 1 B
und C) (2). Zwischen den neu entstandenen Lamellen liegen die Zellleiber der Osteozyten in Hoh-
len (Lakunen), von denen ihre Ausldufer Knochenkanilchen (Canaliculi) bilden. Das so entste-

hende Netz dient als Diffusionsgrundlage fiir die Néahrstoffversorgung der Osteozyten. Anders als
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Osteoblasten, sind die ebenfalls am Knochenstoffwechsel beteiligten Osteoklasten Abkdmmlinge
des mononukledren Phagozytensystems. Sie entstehen durch Fusion einkerniger Vorlduferzellen
(Pra-Osteoklasten), die aus der gleichen Progenitorzelle hervorgehen, aus der im Verlaufe der Hé-
matopoese auf anderem Wege auch Monozyten und Makrophagen entstehen (GM-CFU, gra-
nulocyte-macrophage colony forming unit) (2, 4). Sie haften der Knochenmatrix unmittelbar an
und bauen diese ab, indem sie die Calciumverbindungen zundchst mit Salzsdure auflosen, dann
lysosomale Enzyme freisetzen und schlielich die entstandenen Matrixfragmente mittels Endozy-
tose aufnehmen (2). Das funktionierende Zusammenspiel aus stindigem Knochenauf- und -abbau
durch Osteoblasten und Osteoklasten ist essentiell fiir die Anpassung des Knochens an mechani-
sche, aber auch stoffwechselassoziierte Anforderungen, denen der Organismus ausgesetzt ist. Ein
wichtiges System, das die beiden Zellarten koordiniert, ist das RANK-RANKL-System: Auf der
Oberfliache von Osteoblasten befindet sich ein membransténdiges Protein, RANK-L (= RANK-
Ligand). Durch Bindung an den entsprechenden Rezeptor (RANK = Receptor activator of nuclear
factor k B) auf Osteoklasten(-Vorlauferzellen), fithrt es zu deren Fusion zu einer mehrkernigen
Zelle und anschlieBend zur Differenzierung und Aktivierung zum resorbierenden Osteoklasten (2,
4). Durch ein vom Osteoblasten selbst sezerniertes, l9sliches Protein (Osteoprotegerin, OPG) kann
die Bindung und damit die Wirkung von RANK-L am RANK der Osteoklasten inhibiert werden.
Beginnen die Osteoklasten mit dem Knochenabbau, stimulieren aus der Knochenmatrix freige-
setzte Wachstumsfaktoren (z. B. insulindhnlicher Wachstumsfaktor, IGF) wiederum die Osteo-
blasten im Sinne eines Feedback-Kreises. Neben dem RANK-RANKL-Mechanismus kénnen Os-
teoblasten durch Synthese des Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (M-CSF) die
Proliferation von Osteoklasten-Vorlduferzellen aus Makrophagen-Kolonie-bildenden Einheiten

(M-CFU) stimulieren (2, 4).

6.2 Knochenwachstum in der Entwicklung

Um die Vorginge, die sich wihrend der Frakturheilung beim Knochen ereignen, besser verstehen
zu konnen, ist eine kurze Erlduterung der Entstehung von einzelnen Knochen (Osteogenese) wéh-
rend der Skelettentwicklung hilfreich (Abbildung 2). Man unterscheidet dabei die desmale (memb-
ranére) von der chondralen (kartilagindren) Osteogenese. Da bei letzterer Knochengewebe an un-
terschiedlichen Lokalisationen des entstehenden Knochens gebildet wird, unterscheidet man dort

einen enchondralen von einem perichondralen Ossifikationsprozess.
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Abbildung 2: Ausschnitt aus der Entwicklung eines Rohrenknochens

Darstellung der Anfangsphase der Entwicklung eines Réhrenknochens. Aus (3).

Im Rahmen der desmalen Osteogenese entwickeln sich Mesenchymzellen direkt zu Osteoblasten,
die Knochenmatrix herstellen (Ossifikation), wodurch zunichst Geflechtknochen entsteht, der mit
der Zeit in Lamellenknochen umgewandelt wird (beispielsweise bei Kalvaria und Klavikula) (1,
2). Die meisten anderen Knochen des Skelettsystems, insbesondere Rohrenknochen, entstehen
insgesamt durch chondrale Osteogenese (1, 2). Hierbei entsteht aus Mesenchymzellen zunichst
Knorpelgewebe, das den spateren Knochen vorformt und erst im Verlauf durch Knochengewebe
ersetzt wird. Wahrend dieser Art der Knochenentwicklung lagern sich an die prédformierte knor-
pelige Knochenanlage perichondral Osteoblasten an und bilden durch Synthese von Knochen-
matrix eine perichondrale Knochenmanschette (durch desmale Ossifikation), die im weiteren Ver-
lauf nach proximal und distal ausgeweitet wird und wéhrend der Osteogenese als dullere Stiitze
dient (3). Die Knorpelzellen im Zentrum werden mit der Zeit hypertroph und mitochondrienreich
und produzieren mineralisierte Knorpelmatrix. Durch Matrix-abbauende Osteoklasten wird suk-
zessive ermdglicht, dass Gefile in die Knorpelmatrix einsprieen kénnen. Uber diese kénnen
Knochenzellen (Mesenchymzellen, die im weiteren Verlauf ausdifferenzieren, Chondroklasten,
Osteoklasten und Osteoblasten) in die zentralen Knorpelabschnitte migrieren, das dortige minera-
lisierte Knorpelgewebe abbauen und mit der Synthese von Knochenmatrix beginnen (enchondrale
Ossifikation) (2). Auch hier entsteht zundchst Geflechtknochen, bevor dieser in Lamellenknochen

umgewandelt wird (1).

6.3 Frakturen und Knochenregeneration
Eine vollstindige Kontinuitdtsunterbrechung des Knochens in zwei oder mehr Fragmente wird als

Fraktur bezeichnet (5, 6). Dabei werden direkte Frakturen durch duere Gewalteinwirkungen von
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indirekten Frakturen unterschieden, bei denen der Knochen einer zu starken inaddquaten Belas-
tung nicht mehr Stand halten kann (beispielsweise Biegung, Drehung, Stauchung). AuBerdem
spricht man von Ermiidungsbriichen, die durch andauernde ungewohnte mechanische Belastungen
entstehen oder von pathologischen Frakturen, wenn die Ursache eines Knochenbruchs durch
krankhafte Verdnderungen der Knochenarchitektur bedingt ist, wie es beispielsweise bei Osteo-
porose oder Knochenmetastasen der Fall ist (6). Im Vergleich zu den meisten anderen Geweben
des Korpers, ist Knochengewebe jedoch zur vollstindigen Regeneration fahig und besitzt unter
gegebenen Rahmenbedingungen das Potential, sich narbenfrei selbst zu erneuern (Restitutio ad
integrum) (7). Je nach Stellung und Stabilitdt der Frakturenden zueinander, kommt es dabei ent-

weder zur primédren (direkten) oder sekundéren (indirekten) Knochenheilung.

6.3.1 Primiire Frakturheilung

Eine primire Knochenheilung kann nur erfolgen, wenn die Frakturenden stabil und in minimaler
Entfernung zueinander stehen (1) (Abbildung 3). Sind die Knochenenden gut perfundiert, stabil
und direkt miteinander verbunden, kommt es zur Kontaktheilung und es wird entsprechend des
physiologischen Knochenstoffwechsels abgestorbener Knochen abgebaut und neuer synthetisiert.
Neu gebildete Osteone iiberbriicken dann ldngs den Frakturspalt und verzahnen die Frakturfrag-
mente miteinander (8, 9). Stehen die Frakturenden nicht direkt in Kontakt mit- aber stabil zuei-
nander und verbleibt ein weniger als 800 pm bis 1 mm grofler Abstand zwischen beiden, kommt
es zur Spaltheilung (1, 6, 10): Osteoprogenitorzellen lagern sich ausgehend von Endost und Periost
um die Kapillaren herum an und bilden neue Osteone, deren Ausrichtung im weiteren Verlauf der
Knochenachse angepasst werden. Die Art der primdren Heilung findet demnach nur bei minimal

dislozierten Frakturen auf natiirlichem Wege statt.

Spaltheilung

Havers-
Kanal

— Osteo-
| klasten

Osteo-
blasten

= Osteoid

Bl
o

Abbildung 3: Primére Frakturheilung: Kontakt- und Spaltheilung

Entnommen aus (9).
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6.3.2 Sekundire Frakturheilung

Der weitaus hiufigere Mechanismus der sogenannten sekunddren Knochenheilung tritt auf, wenn
die Frakturenden weiter auseinander liegen, gegeneinander verschoben oder instabil sind (1, 11).
Hierbei regeneriert sich das Knochengewebe konsekutiv iiber mehrere Phasen hinweg, die zwar
aufeinander folgen, sich aber grundsétzlich {iberlappen kénnen (11). Zu den Phasen zdhlen die
Hiamatombildung mit aufeinanderfolgender Pro-und Anti-Inflammationsphase, die Formierung

von Soft-Kallus, die Bildung des Hard-Kallus und die Remodelling-Phase (Abbildung 4).

In der ersten Phase der Knochenheilung bildet sich ein Frakturhdmatom, nachdem im Rahmen des
Frakturgeschehens Gefif3e gerissen sind und das ausgetretene Blut koaguliert ist (12). Da Koagu-
lation und Inflammation phylogenetisch eng gekoppelt sind (13), fiihrt die Formierung des Hama-
toms gleichzeitig zum Beginn der pro-inflammatorischen Phase und neben Zellen des Knochen-
marks befinden sich nun vor allem Immunzellen des peripheren Blutes und neueingewanderte
Immunzellen im Himatom (11). Uber die Ausschiittung von Entziindungsmediatoren wie Inter-
leukin (IL-) 1, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF-a)), bewirken sie die Migration weiterer, fiir
die Heilung essentieller Zellen (multipotente MSCs, die sich zu knochenbildenden Zellen diffe-
renzieren, Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen, polymorphnukledre neutrophile Gra-
nulozyten) (14-18). Wo keine suffiziente Perfusion mehr stattfindet, werden in dieser Phase Kno-
chenareale nekrotisch und durch Osteoklasten abgebaut (1, 17). Essentiell fiir eine erfolgreiche
Heilung ist die Beendigung der initialen, pro-inflammatorischen Phase durch eine aufkommende
anti-inflammatorische Gegenreaktion, die gleichzeitig die Basis fiir den Beginn der Revaskulari-
sation des Frakturspalts darstellt (18-20). Regulatorische T-Helfer (Tu-) Zellen und anti-inflamm-
atorische Mediatoren wie 1L-10, Transforming Growth Factor (TGF-) f und Hadmoxygenase
(HMOX-) 1, welches auBerdem pro-angiogen wirkt, konvertieren das zuvor pro-inflammatorische
Milieu im Frakturspalt in eine anti-inflammatorische Umgebung, in der nun Angiogenese stimu-
lierende Faktoren wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Hypoxie-induzierter Fak-
tor (HIF-) 1a hochreguliert werden (18).

Indem Kapillaren im Verlaufe der Revaskularisation in den Frakturspalt einsprieBen und Fib-
roblasten, Chondroblasten und osteogene Zellen aus dem Endost und Periost ins Frakturhdmatom
einwandern (1, 21), wird das Himatom umstrukturiert. Nach ungefahr einer Woche hat sich das
Frakturhdmatom allmihlich in einen bindegewebigen, fibrds-knorpeligen Kallus (Soft-Kallus)
transformiert, der den Frakturspalt erstmals tiberbriickt und die Struktur fiir die weitere Knochen-

heilung vorgibt (1, 15).
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Ab 2 bis 3 Wochen nach Fraktur kommt es je nach Lokalisation im Frakturspalt entweder iiber
intramembrandse Knochenheilung periostal direkt zur Bildung von Geflechtknochen oder es ent-
steht zundchst hyaliner Knorpel, der im Verlauf mineralisiert (chondraler Ossifikationsprozess)
(14, 15). In beiden Fillen wird der entstandene Geflechtknochen als provisorischer knocherner

Kallus oder auch Hard-Kallus bezeichnet (1, 8, 11).

Ab ungefihr der sechsten Woche nach Frakturgeschehen beginnt die Remodelling-Phase (Umbau-
Phase), in der der provisorische knocherne Kallus allméhlich resorbiert und durch lamelldren Kno-
chen ersetzt wird (1). Diese Phase des definitiven Umbaus und der vollstindigen Wiederherstel-
lung von funktionstiichtigem Knochengewebe kann mehrere Monate bis Jahre in Anspruch neh-

men (1). In dieser Phase wird auch die Struktur des Markraums wiederhergestellt (17).

A _ )
Pro-Inflammation Anti-Inflammation Soft-Kallus Hard-Kallus Remodelling
Hématomphase Tag 0-6 Woche 1-3 Woche 4-6 Ab Woche 6
pro-
inflammatorische Welle Revaskularisationswelle osteogene Signalgebung
B | Hamatomphase Soft-Kallus >

Abbildung 4: Uberblick iiber die Phasen der sekundiren Frakturheilung

A: Schematischer Frontalschnitt aus der Frakturregion wihrend der Phasen der sekundiren Frakturheilung: Kno-
chenmark violett, Knochengewebe gelblich, Frakturhdmatom und Gefif3e rot, Knorpelgewebe griin. Nach der initialen For-
mierung des Frakturhdmatoms bildet sich ein bindegewebiger, fibros-knorpeliger Soft-Kallus, der sich im Laufe der Mine-
ralisierungsprozesse in einen Hard-Kallus umwandelt. In der Remodelling-Phase erfolgt die vollstindige Wiederherstellung
des lamelldren Knochens. Die angegebenen Zeitraume gelten fiir die Frakturheilung beim Menschen und sind Annéherungen.
Details siche Test. Abbildung von A.Rose/M.Himburg angelehnt an (7) und (22). B: Detaillierte Darstellung der Signal-
gebung wihrend der frithen Phase der Frakturheilung: Die kontrollierte Abfolge von Pro-Inflammation und Anti-In-
flammation ist essentiell fiir die Revaskularisation und den anschlieBenden Beginn des Knochenaufbaus. Abbildung ange-
lehnt an (7).
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6.3.3 Synthese neuen Gewebes wihrend der Frakturheilung

Der verletzte Knochen regeneriert sich aus einem Zusammenspiel unterschiedlicher im Kallus
stattfindender Ossifikationsprozesse. Es werden 4 verschiedene Gewebekompartimente unter-
schieden, die maf3geblich am Wiederaufbau des Knochens nach einer Fraktur beteiligt sind: Kor-
tikaler Knochen bzw. der Bereich zwischen den Frakturenden, das Knochenmark, das Periost und
undifferenziertes, der Fraktur anliegendes (fasziales) Weichteilgewebe (11, 23). Dabei findet im
Markraum und im Bereich zwischen den kortikalen Fragmenten vor allem enchondrale Verkno-
cherung statt. Subperiostal und im Bindegewebe, das dem Frakturspalt unmittelbar anliegt, ent-
steht Knochen vermehrt tiber desmale Ossifikation (8). Bei einem physiologischen Heilungspro-
zess bildet das ausgehend von den vier Periostregionen entstehende Knochengewebe Spangen, die
sich auf die jeweils gegeniiberliegende Kortexseite zu entwickeln (dunkelbraune Areale Abbil-
dung 5) (24). Der Beginn desmaler Knochenheilung liegt zeitlich vor dem Beginn der enchondra-
len Heilungsprozesse und verleiht den Frakturenden eine erste Stabilitiit, bevor eine Uberbriickung

des Frakturspalts vor allem durch enchondrale Knochenheilung (dunkelblaue Areale) erreicht wird

(15).

X

N9V~

Abbildung 5: Gewebeentwicklung wihrend der Frakturheilung

Entnommen aus (25).

6.3.4 Immunologische Aspekte der Frakturheilung und Wachstumsfaktoren

Die initiale Entziindungsphase unmittelbar nach Verletzung des Knochens, in der es zur Freiset-
zung verschiedenster pro-inflammatorischer Zytokine kommt, ist unverzichtbar fiir den Beginn
der Heilung nach Frakturgeschehen (20, 26-28). Thrombozyten degranulieren und schiitten TGF-
B und platelet-derived growth factor (PDGF) aus, wodurch knochenbildende Zellen und Immun-
zellen in Frakturndhe rekrutiert werden und auch ein erster Stimulus zur Angiogenese gegeben
wird (8 , 29). Eingewanderte Immunzellen (u.a. Makrophagen) und periostal gelegene Mesen-
chymzellen sezernieren in dieser Anfangsphase der Heilung vor allem Interleukine (1 und 6) und

TNF-a (7), die als wichtige Initiatoren der folgenden Heilungsprozesse gelten (20). Zu diesen ge-
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horen die Neubildung extrazellulirer Matrix, die Stimulation der Angiogenese, der Abbau nekro-
tischen Gewebes, die Rekrutierung weiterer inflammatorischer und osteogener Zellen, sowie die

Koordination chondraler Knochenbildung und des Remodellings (17, 18, 29).

Fiir den weiteren Verlauf der Heilung ist es jedoch ebenso essentiell, dass die initiale Entziin-
dungsreaktion zeitlich begrenzt verlauft. Analysen der Zellkomposition im Frakturhdmatom von
Tiermodellen mit verzogerter Knochenheilung haben gezeigt, dass diese mit einer verléngerten,
starkeren pro-inflammatorischen Reaktion assoziiert ist, welche sich direkt negativ auf die pro-
angiogene Signalgebung auszuwirken scheint und damit eine erfolgreiche Heilung verhindert (18-
20, 30). Es bedarf daher einer anti-inflammatorischen Gegenregulation der initialen Immunant-
wort, die unter physiologischen Umsténden u.a. durch die Proliferation von immunsuppressiv wir-
kenden, regulatorischen Tu- Zellen und die Abnahme von zytotoxischen T-Zellen im Frakturhi-
matom herbeigefiihrt wird (17, 20, 28). Zeitgleich wird entsprechend der Aktivitét dieser Zellen
die Expression anti-inflammatorischer Mediatoren wie IL-10 und TGF-$ im Hamatom hochregu-
liert (18, 28). Parallel zur Konversion des pro- in ein anti-inflammatorisches Milieu, werden au-
Berdem auch pro-angiogene Faktoren wie HIF-1a, VEGF und HMOX-1 im Hédmatom freigesetzt,
womit deutlich wird, dass der Beginn der Angiogenese abhiingig vom Ende der anfénglichen Pro-

Inflammation ist (18-20, 28).

Neben den bereits genannten immunrelevanten Signalstoffen spielen die bone morphogenetic pro-
teins (BMPs) ebenfalls eine essentielle Rolle. Als Untergruppe der TGF-f3 Superfamilie zéhlen sie
zu den Wachstums- und Differenzierungsfaktoren und werden u.a. von Osteoprogenitorzellen und
Immunzellen freigesetzt. Sie stimulieren die Differenzierung von MSCs in Chondrozyten und Os-
teoblasten, sowie von Osteoprogenitorzellen in Osteoblasten und damit insgesamt die Entstehung
von Knochen- und Knorpelgewebe (8, 29, 31). Auch IGF und Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(FGF) werden von einer Vielzahl der an der Heilung beteiligten Zellen ausgeschiittet, wirken

wachstumsfordernd und besitzen dariiber hinaus teilweise angiogenes Potential (29).

6.3.5 Vaskulogenese und Angiogenese

In der Literatur werden zwei Fachbegriffe verwendet, um die Entstehung neuer Gefile zu be-
schreiben. ,,Vaskulogenese* steht fiir den Vorgang, bei dem sich Gefafle ohne Assoziation zu vor-
her bestehenden GefidBlen neu bilden (32). Hierbei differenzieren Endothel-Vorlduferzellen (An-

gioblasten) zu Endothelzellen aus und schlieBen sich zu einem ersten primitiven, vaskuldren
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Plexus zusammen (32-35). Dieser Prozess findet vornehmlich im Rahmen der Embryonalentwick-
lung statt (32). Unter ,,Angiogenese* wird hingegen die Neubildung von Gefdflen aus einem be-
reits bestehenden GefaBnetz verstanden (32). Sie schliet sich im Embryo an den Vorgang der
Vaskulogenese an, um im Korper ein differenziertes GeféaBBsystem auszubilden und findet auch im
Erwachsenen noch statt, wenn beispielsweise im Rahmen der Wundheilung die Sauerstofthomo-
ostase im Gewebe wieder hergestellt werden muss (34, 35). Der am besten erforschte Mechanis-
mus der Angiogenese ist das ,,Sprouting* (Sprossung), bei dem Endothelzellen in Richtung angi-
ogener Stimuli aus ihrem GefdBBverband hinaustreten und einen neuen GefdBast bilden (34).
Daneben existiert die sogenannte Intusseption, bei der sich Membrankissen von zwei Polen des
GefiBes aus in das Lumen hineinstiilpen und durch ihre Fusion zu einer Aufspaltung des Gefil3es

in zwei Lumina fiihren (34, 36) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Mechanismen der Angiogenese: Sprossung (A) und Intusseption (B)

Schematische Darstellung zweier Mechanismen der Angiogenese. Wihrend bei der Sprossung neue GeféB3e aus einem vorher
bestehenden ,,ausspriefen” (A) entstehen bei der Intusseption neue Gefale durch Teilung eines existierenden Gefifies (B).
Modifiziert und entnommen aus (32) (A) und (37) (B).

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs), die analog zu Angioblasten im Embryo als GefaB3vorldufer-
zellen im Erwachsenen gelten (38), ermoglichen auch im adulten Organismus noch die GefaBineu-
bildung iiber Vaskulogenese (32). Indem sie in bereits aussprieende Gefdl3dste mitintegriert wer-
den, konnen sie gleichzeitig auch zur Angiogenese beitragen (39-41). Auch bei der
Knochenheilung scheinen beide Prozesse beteiligt zu sein und sind nicht immer eindeutig vonei-
nander abgrenzbar (39, 42). Vor diesem Hintergrund wird in dieser Arbeit der Begriff der Angio-
genese als Oberbegriff fiir beide Arten der GefdBBneubildung verwendet.

6.3.5.1 Stimulation der Angiogenese
Angiogenese wird auf zwei verschiedenen Wegen eingeleitet, einem VEGF-abhingigen Weg und

einem Angiopoetin-abhéngigen Weg (43). VEGF wird in sauerstoffarmer Umgebung von Zellen
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iiber den HIF-la Signalweg gebildet (44): Unter hypoxischen Bedingungen kann das als Tran-
skriptionsfaktor wirkende Protein HIF-1a nicht mehr hydroxiliert und damit fiir den Abbau in der
Zelle vorgefertigt werden. Stattdessen gelangt es in den Zellkern, wo es sich mit HIF-1f verbindet
und iiber die Bindung an spezifische DNA-Doménen zur Expression pro-angiogener Signalmole-
kiile, wie VEGF fiihrt (32). VEGF stimuliert die Neubildung von Gefédllen, indem es EPCs rekru-
tiert und zur Differenzierung und Proliferation von Endothelzellen fiihrt (44-46). Angiopoietine
(vor allem 1 und 2) docken an spezifische Rezeptoren von Endothelzellen an und tragen durch die
Erweiterung existenter Gefdafle bzw. das Aussprieen neuer GefaBaste aus bereits bestehenden Ge-
faBen zur Angiogenese bei (43). Dabei wirkt Angiopoetin-1 positiv auf Reifung, Zelladhision und
Uberleben der Endothelzellen, wiihrend durch Angiopoetin-2 die Endothelzellverbindungen geldst

werden und erst im Zusammenspiel mit VEGF die GefdBBsynthese stimuliert wird (47).

6.3.5.2 Angiogenese im Rahmen der Frakturheilung

Durch GefdBle wird die Sauerstoffversorgung der Frakturregion sichergestellt. Nahrstoffe und Zel-
len, die fiir den Wiederaufbau des Gewebes unverzichtbar sind, konnen zum Bruchspalt transpor-
tiert und Abfallprodukte entsorgt werden (42, 48). Versuche, in denen die Angiogenese wihrend
der Heilung beeintrachtigt oder blockiert wurde, miindeten in einer fehlerhaften Knochenheilung

(49-51), wiahrend die Stimulation der Angiogenese die Frakturheilung positiv beeinflusste (52).

Die Revaskularisation im Rahmen der Knochenregeneration erfolgt in zwei Etappen. Die erste
Welle pro-angiogener Faktoren ereignet sich mit dem Ende der pro-inflammatorischen Phase der
Heilung, zeitgleich mit der anti-inflammatorischen Gegenregulation, vor allem tiber den HIF-1a
Signalweg (18, 19, 42). Zellen, die im hypoxischen Milieu des Frakturspalts in dieser Phase ange-
regt werden, VEGF zu produzieren, sind mesenchymale Progenitorzellen, Osteoblasten und in den
Frakturspalt migrierte Immunzellen (53-55). Neben VEGF als zentralem Mediator der Angioge-
nese, produzieren Endothelzellen, Fibroblasten und Osteoblasten basic-FGF (b-FGF, FGF-2) (56),
das ebenfalls die Angiogenese stimuliert (56, 57). Thrombozyten, die an Kollagenfasern adhirie-
ren und degranulieren, schiitten TGF-p und PDGF aus, ebenfalls zwei pro-angiogene Signalstoffe
(56). Dariiber hinaus haben auch die von Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten synthetisierten
BMP-2 und -4 einen indirekt positiven Effekt auf die Angiogenese, indem sie die Ausschiittung
von VEGF stimulieren (58, 59). Die Gefdasynthese zu diesem frithen Zeitpunkt der Heilung ist
essentiell: der Neuaufbau von Knochengewebe beginnt erst, sobald die Versorgung durch Gefafle

sichergestellt ist (56).

Einleitung ® Frakturen und Knochenregeneration 23



Die Expression angiogener Faktoren (wie Von-Willebrand-Faktor (vVWF), Angiopoetin 1, b-FGF)
wird wihrend der Knochenheilung zum zweiten Mal stark angekurbelt, wenn das Kallusgewebe
im Rahmen von enchondraler und desmaler Ossifikation mineralisiert wird (42). Wird die Angio-
genese unter experimentellen Bedingungen inhibiert, kommt es zur unvollstdndigen Wiederher-
stellung des urspriinglichen Knochengewebes und damit zur Defektheilung (60), da sowohl en-
chondrale als auch desmale Ossifikation dadurch beeintrichtigt werden (50). Beide Arten der
Knochenbildung bediirfen ndmlich eines GefidBnetzes, das sicherstellt, dass die fiir die jeweilige
Art der Ossifikation notwendigen Zellen in die betreffenden Regionen transportiert werden kon-
nen (bei der enchondralen Knochenheilung u.a. Chondroklasten und Osteoblasten-Progenitor-Zel-

len, bei der desmalen Knochenheilung vor allem Osteoprogenitorzellen) (39).

Damit neue Gefél3e in die Frakturregion einsprieen konnen, muss parallel die extrazelluldre Mat-
rix in Teilen ab- und umgebaut werden (43). Dies wird mit Hilfe von Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) bewerkstelligt, die unter anderem von Makrophagen (28, 61) bzw. im Rahmen der Kno-
chenheilung von Osteoklasten und Chondroklasten (39) sezerniert werden (Abbildung 6). Eine
besondere Rolle wihrend der Heilung kommt den Matrixmetalloproteasen MMP-9 und MMP-13
zu, die maB3geblich an der fiir die Kallus-Revaskularisation notwendigen Knorpelresorption wiéh-

rend der enchondralen Ossifikation beteiligt sind (39, 62, 63).

6.4 Verzogerte Frakturheilung und Pseudarthrosen

Sind einer oder mehrere der oben beschriebenen biologischen Abldufe gestort oder ist die Fraktur
mechanisch instabil, kommt es zur verzogerten Knochenheilung oder gar zur Bildung von Pseu-
darthrosen (Falsch-, Scheingelenk, non-union) (5). Auch wenn der Heilungszeitraum je nach Frak-
turlokalisation und Bruchmechanismus sehr individuell sein kann, wird allgemein von einer ver-
zdgerten Knochenheilung gesprochen, wenn eine kndcherne Uberbriickung der Fraktur 4-6
Monate nach dem Bruchereignis noch nicht nachzuweisen ist. Bleibt eine knocherne Konsolidie-
rung der Frakturenden auch nach 6 Monaten noch aus, wird dies als Pseudarthrose bezeichnet (5,

64).

6.4.1 Ursachen einer beeintrichtigten Frakturheilung
Da die Knochenheilung vom fehlerfreien Ineinandergreifen der biologischen Abldufe und mecha-
nischen Gegebenheiten wihrend der Heilungsphasen abhéngig ist, konnen viele Faktoren die Kno-

chenregeneration beeintrachtigen.
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Bei der Entstehung hypertropher Pseudarthrosen wird angenommen, dass es aufgrund mechani-
scher Instabilitit in gut vaskularisierten Frakturenden periostal reaktiv zu einer iiberschiefenden
Kallusbildung kommt, ohne dass dieser im Verlaufe verkndchert (5, 6). Die mechanischen Gege-
benheiten stehen wiederum in enger Verbindung mit den biologischen Abldufen wéhrend der Hei-
lung und kénnen Gewebedifferenzierung und Revaskularisation beeinflussen (65, 66). Als eine
der wichtigsten Bedingungen fiir eine erfolgreiche Frakturheilung gilt auBerdem eine stérungsfrei
ablaufende Angiogenese (siche Angiogenese im Rahmen der Frakturheilung): Eine unzureichende
Durchblutungssituation wird als Hauptgrund fiir die Entstehung avitaler Pseudarthrosen angese-

hen (5, 6).

Individuelle Risikofaktoren des Patienten wie Komorbidititen und Gewohnheiten verdndern die
Biologie der Heilung ebenfalls auf lokaler Ebene. Diabetes Mellitus (67-69), Osteoporose (70,
71), Infektionen (68), Mangelerndhrung (69, 72), Rauchen (73-76) und Alkoholgenuss (77) sowie
die Einnahme von NSARs (78-80) beeintriachtigen Differenzierung, Proliferation und Aktivitdt

von Osteoblasten sowie die Revaskularisations-Kapazitéit im Frakturspalt.

Im aufkommenden Forschungsfeld der Osteoimmunologie wird der Tatsache Rechnung getragen,
dass Immun- und Skelettsystem miteinander verkniipft sind und Immunzellen mit Knochenzellen
interagieren (81). Da in allen Phasen der Knochenheilung Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems beteiligt sind (81-85) (siehe auch 6.3.2 und 6.3.4), kann deren Dysregulation po-
tentiell auch die Knochenregeneration beeintriachtigen. Tatsachlich fiihrt eine abgeschwéchte Im-
munantwort im Rahmen von Diabetes (86, 87) oder HIV (88) ebenso zu einem schlechteren Hei-
lungsverlauf wie eine erhohte Immunantwort bei Patienten mit rheumatischen Erkrankungen (89,
90). Dariiber hinaus wurde in Vorarbeiten bereits aufgezeigt, dass eine prolongierte Immunreak-

tion zu Anfang der Heilung mit einer verzdgerten Frakturheilung assoziiert ist (18-20, 30).

Auch ein fortgeschrittenes Lebensalter wirkt sich auf die Reparaturprozesse bei der Knochenhei-
lung aus. So wurde ein verldngerter Heilungsverlauf nach Fraktur bei élteren Tieren im Vergleich
zu jliingeren bereits nachgewiesen (91) und die verminderte Knochenbildung im Alter u.a. auf eine
geringere Proliferationskapazitit der Osteoprogenitorzellen zuriickgefiihrt (92). Gibon et al. sum-
mierten in ihrem Review (93), dass auch MSCs mit dem Alter an Proliferations- und Differenzie-
rungskapazitit einbiilen. Im Geschlechtervergleich leiden Frauen ungefdhr ab dem 55. Lebensjahr
eher an einer verzogerten Frakturheilung als Ménner (94). Dies ist vermutlich Folge einer gerin-
geren Ostrogenproduktion post-menopausal, die eine spitere Formation von Knochenmatrix und

damit eine ldngere Instabilitit zwischen den Frakturenden nach sich zieht (65, 69, 91, 95).
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Die verdnderten biologischen Eigenschaften im Alter betreffen auch das Immunsystem und dessen
Mitspieler. So reagieren gealterte Makrophagen mit einer stirkeren pro-inflammatorischen Ant-
wort auf bestimmte Stimuli als jliingere (96-98). In Patienten mit verzdgerter Knochenregeneration
konnte dariiber hinaus eine erhohte Anzahl CDS8", Interferon (IFN)-y und TNF-a produzierender
Temra Zellen (Terminal differenzierte Effektor-T-Geddchtniszellen) im peripheren Blut nachge-
wiesen werden, die den Heilungsverlauf negativ beeinflussten (99). Da die Priasenz von Temra
Zellen mit zunehmendem Patientenalter ansteigt (100), legen auch diese Ergebnisse einen verdn-

derten Immunstatus im Sinne eines liberaktiven Immunsystems im Alter nahe.

6.4.2 Gesellschaftliche Bedeutung beeintrichtigter Frakturheilung

In der Literatur wird postuliert, dass es in rund 5-10 % der Félle nach Frakturgeschehen, insbeson-
dere im Bereich langer R6hrenknochen, zur verzogerten Knochenheilung oder Ausbildung einer
Pseudarthrose kommt (101, 102). Trotz teils kontroverser Diskussion dieser Zahl (103), spricht die
Entwicklung auch in Deutschland fiir den Bedarf an neuen Therapieverfahren: In Deutschland
wurden im Jahr 2017 insgesamt 13.562 stationidre Krankenhausfille als Pseudarthrose codiert,
1.462 als verzogerte Frakturheilung (104). Verglichen mit der Zahl von 6.633 stationér behandel-
ten Pseudarthrosen und 550 Heilungsverzogerungen noch im Jahre 2000 stellt dies eine deutliche

Steigerung dar (104).

Die Folgen einer inaddquat verlaufenden Knochenheilung sind weitreichend: Auf Patientenseite
wird die Lebensqualitét durch die Notwendigkeit protrahierter und mehrfacher Behandlungen, an-
dauernde Schmerzsymptomatik und moglicherweise sogar Langzeitfolgen stark reduziert. Auf ge-
samtgesellschaftlicher Ebene steigen die Kosten fiir das Gesundheitssystem (Revisions—operation,
verlangerte Behandlungsdauer, Schmerzmedikation) und Arbeitskréfte fallen aus (64, 105). Am
Beispiel der Tibiaschaftfraktur machten Antonava et al. 2013 deutlich, wie stark die Behandlung
von Pseudarthrosen das Gesundheitssystem mehr belastet, indem sie die mittleren Behandlungs-
kosten von umgerechnet 23.584 € bei der Behandlung von Pseudarthrosen jener von 10.784 € im
Rahmen eines normalen Heilungsverlaufes gegeniiberstellten (106). In Hinblick auf die Ausgaben
abseits des Gesundheitssystems kamen Mills et. al in einer epidemiologischen Langsschnittstudie
in der schottischen Bevolkerung zu dem Ergebnis, dass die Altersspanne mit der hdchsten Inzidenz
fiir die Ausbildung einer Pseudarthrose zwischen dem 30. und 44. Lebensjahr liegt und damit vor
allem die berufstitige Bevolkerungsgruppe trifft (107). Dadurch kommt es neben den bereits er-
hohten gesundheitsokonomischen Ausgaben auch durch den individuellen Lohnausfall zur Kos-

tensteigerung (64, 107).

26 Einleitung ® Verzogerte Frakturheilung und Pseudarthrosen



Da das Patientenkollektiv ab 60 Jahren jedoch besonders gefahrdet ist, Frakturen zu erleiden (108,
109), miissen vor dem Hintergrund einer élter werdenden Gesellschaft und der im Alter reduzier-
ten Heilungskapazitét (siche 6.4.1) die Therapiekonzepte fiir Frakturen dlterer Menschen ausge-

weitet werden.

6.4.3 Aktueller Stand bei der Versorgung beeintrichtigter Frakturheilung

Die konservative Therapie nach Ausbildung einer Pseudarthrose besteht in der addquaten Belas-
tung, um die Frakturzone zu komprimieren und Mikrobewegungen zu schiiren (64). Operative
MaBnahmen stellen vor dem Hintergrund der unzureichenden Evidenzlage neuer Therapien (siche
6.4.4) weiterhin den Goldstandard bei der Therapie von Pseudarthrosen dar, mit dem Ziel, die
biomechanischen und biologischen Voraussetzungen der Frakturheilung zu optimieren (64). Bei
hypertrophen Pseudarthrosen wird die Ruhigstellung mittels stabiler Osteosynthese empfohlen
(z.B. Plattenosteosynthese, Fixateur externe), da die Ursache meist in der mechanischen Instabili-
tat begriindet ist (5, 6). Bei atrophen Pseudarthrosen soll das radikale Débridement mit Anfrischen
der Frakturenden der Pseudarthrosenregion (diaphysér durch Dekortikation nach Judet) zur Ver-
besserung der lokalen Durchblutungssituation fiithren (64, 110). Additiv kann die Transplantation
autologer Spongiosa zur Auffiillung des Defektareals atropher Pseudarthrosen erfolgen und als
osteoinduktives Verfahren die Frakturheilung neu ankurbeln (5, 6, 111). Die zusétzliche Opera-
tion, die verfiigbare Menge an Spongiosa-Material und die Morbiditét der Patienten bei autologer
Transplantation stellen jedoch Arzte und Patienten immer wieder vor Schwierigkeiten und Belas-

tungen (111-113).

6.4.4 Alternative Ansiitze bei der Versorgung beeintrichtigter Frakturheilung

Eine Erweiterung konservativer MaBBnahmen sollen niedrig intensivierter gepulster Ultraschall
(LIPUS) und hochenergetisch fokussierte extrakorporale Stowellentherapie (ESWT) als physi-
kalische Verfahren leisten (64). Diese zeigen klinisch in einigen Studien bereits Effekte, kommen
jedoch weiterhin erst bei Ausbildung einer Pseudarthrose zum Einsatz und erfordern teils eine
hohe Compliance der Patienten (64). Zudem hingt die Indikationsstellung von vielen Fraktur-spe-

zifischen Faktoren ab (114-116).

In anderen Ansétzen wurde und wird versucht, Signalstoffe und Wachstumsfaktoren, die an der
Frakturheilung beteiligt sind, therapeutisch zu nutzen, um den Heilungsverlauf positiv zu beein-
flussen. Einen dieser neueren Ansdtze stellte zur Jahrtausendwende die Applikation von BMPs
dar. Diese zeigten zunichst einen positiven Einfluss auf die Knochenheilung in Tierexperimenten

(117, 118) und verhieBen anschlieBend auch in klinischen Studien eine Verbesserung der Heilung
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von Frakturen und Pseudarthrosen (vor allen BMP-2 und -7) (119-122). Trotz nachgewiesener
osteo-induktiver Effekte wird die Anwendung von BMPs zur Frakturtherapie jedoch momentan
nicht weiter vorangetrieben, da — wie Sreekumar et al. in ihrem Review zusammenfassen — hohe
Behandlungskosten, bedenkliche Nebenwirkungen und immer noch ernstzunehmende Misser-
folgsraten die Therapie begleiten (123). BMP-7 wurde vor diesem Hintergrund 2014 vom Markt

genommen, die Anwendung von BMP-2 einer strengeren Indikationspriifung unterstellt (64, 113).

Auch die Applikation anderer Wachstumsfaktoren wie FGF-2, PDGF und VEGF wird seit meh-
reren Jahren erforscht (105, 112). FGF-2, das als Mitogen auf Mesenchymzellen wirkt (124),
zeigte in grundlagenwissenschaftlichen Studien osteogene und chondrogene Effekte (125-127),
konnte in klinischen Studien jedoch bisher nicht {iberzeugen (15). Da bekannt ist, dass im Rahmen
der Knochenheilung aktivierte Thrombozyten durch Sekretion von PDGF die Knochenbildung
iiber Stimulation von Osteoblasten befordern (128, 129), stellt auch thrombozytenreiches Plasma
(PRP) einen neuen biologischen Ansatz zur Therapie von Frakturen dar (113). 2017 kamen Roffi
et al. jedoch zu dem Schluss, dass die Datenlage bisher nur unzureichend die klinische Anwendung
rechtfertigt und PRP noch weiter erprobt werden muss (130). Im Tiermodell wurde ebenfalls die
Wirkung von VEGF, das einer der Hauptfaktoren fiir die Bildung neuer Gefdfle im Rahmen der
Heilung ist (39), auf eine beeintriachtigte Kochenheilung gezeigt (131, 132). Neue Arbeiten be-
zliglich des richtigen Applikationszeitpunktes miissen aber noch folgen (113). Von Interesse sind
auch Parathormon-Rezeptor-Agonisten, die im Korper den Calciumhaushalt regulieren. Zu ihnen
gehoren Parathormon (PTH) und PTH-related Protein (PTHrP, ein funktionelles PTH-Analogon),
welche den Knochenaufbau bei intermittierender Verabreichung stimulieren (133) und in einigen
Tiermodellen Osteogenese und Chondrogenese begiinstigten (134, 135). Auch hier fehlen jedoch

weitere Studien, bevor die Therapie Einzug in die Klinik halt.

Da die Frakturheilung auch von einer Vielzahl zelluldrer Interaktionen abhingt (siehe 6.3.2), ist
eine lokale Applikation von pro-osteogen und pro-angiogen wirkenden Zellpopulationen denkbar
vielversprechend. Zellen mit dhnlicher Wirkung bzw. Vorlduferzellen der bei der Heilung betei-
ligten Zellen sind dabei von besonderem Interesse (136). MSCs spielen durch ihr Differenzie-
rungspotential in knochen- und knorpelbildende Zellen und die Ausschiittung von pro-angiogenen
Faktoren wie VEGF-A, b-FGF und IGF-1 (137-139) eine wichtige Rolle wéahrend des Regenera-
tionsprozesses. Vor diesem Hintergrund wurden sie als Zellpopulation, die eine beeintrachtige
Heilung positiv beeinflussen konnte, fokussiert (113). In Tierexperimenten konnte ihre Wirkung
nachgewiesen werden (140-142), fiir den humanen Einsatz stehen den positiven Effekten jedoch

regulatorische Hiirden und zeit- und kostenintensive Kultivierung gegeniiber. AuBBerdem kdnnen
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ausreichend Zellen nur tiber Knochenmarksaspiration gewonnen werden, welche eine zusitzliche
Intervention auf Patientenseite darstellt (136, 143). Ahnliches gilt fiir CD34" und CD133" Zellen,
die zeitweise ebenfalls vielversprechende Zellpopulationen fiir die lokale Therapie von verzoger-
ter Knochenheilung darstellten (136, 144-146), da sie in Studien pro-angiogenes (147-149) bzw.
CD133" Zellen auch pro-osteogenes (136) Potential zeigten. Beide Zellen sind aber nur in gerin-

gen Mengen im peripheren Blut enthalten und wiren deshalb aufwendig zu gewinnen (136, 150).

6.5 Zelltherapeutischer Ansatz der vorliegenden Arbeit

6.5.1 PBMCs

Viele der Zellen, die in der Frithphase der Heilung ebenfalls vertreten sind, sind den sogenannten
peripheren mononukledren Zellen des Blutes (PBMCs) zuzuordnen (17, 151). Als periphere Blut-
zellen konnen sie leicht und damit kostengiinstig gewonnen werden. Unter ihnen befinden sich
Lymphozyten (T-, B- und NK-Zellen), Monozyten, dendritische Zellen (151) und zu einem gerin-
gen Anteil auch endotheliale Progenitorzellen (22). Beim Menschen machen Lymphozyten etwa
70-80 %, Monozyten 10-20 % und dendritische Zellen ungeféahr 1-2 % der PBMC Population aus
(151). Da die PBMCs unterschiedliche Oberfldchenmolekiile exprimieren (CD = cluster of diffe-
rentiation), konnen die einzelnen Zellfraktionen genauer unterschieden werden. So machen CD3*
T-Zellen mit 70-85 % den grofiten Anteil der Lymphozytenpopulation aus, 5-20 % sind NK-Zellen
und 5-10% B-Zellen (151).

6.5.2 CD31" Zellen

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass unter den PBMCs unabhéngig von Ge-
schlecht und Alter ungefahr 70-78 % der Zellen das Thrombozyten-Endothelzellen-Adhédsionsmo-
lekiil PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule oder auch CD31) exprimieren (22).
CD31 ist zusammengesetzt aus 6 extrazelluliren Immunglobulin-Domédnen sowie einer Trans-
membran- und einer cytoplasmatischen Doméne. Es gehort aufgrund seiner Immunrezeptor-dhn-
lichen Eigenschaften zur Immunglobulin-Superfamilie (152, 153) und wird von einem breiten
Spektrum an Zellen exprimiert: Endothelzellen weisen die hochste Dichte des Molekiils auf, wih-
rend es Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, T-, B- und NK-Zellen, neutrophile Granulozyten
und zirkulierende Thrombozyten weniger stark ausbilden. Nicht nachweisbar ist PECAM-1 auf
Fibroblasten, Epithelzellen und Erythrozyten (152, 153). Unter den CD31" PBMCs stellen Mo-
nozyten und Lymphozyten (naive T- und B-Zellen) den grofiten Anteil dar (22).
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Seit der Klonierung 1990 (154) wird PECAM-1 als Mitspieler einer ganzen Reihe von physiolo-
gischen Prozessen im Korper diskutiert, zu denen neben der Integrin-vermittelten Zelladhdsion
und transendothelialen Leukozytenmigration auch die Angiogenese und negative Regulation von

Immunreaktionen zihlen (153).

Die hohe Expression von CD31 auf Endothelzellen spiegelt sich in den vielféltigen Funktionen
wider, die es in Zusammenhang mit dem GefdBsystems erfiillt. So werden laterale Zell-Zell-Kon-
takte benachbarter Endothelzellen durch PECAM-1 mitgebildet (155), tiber die CD31 gleichzeitig
zur Barrierefunktion des Endothels beitrdgt (156) und die Migration von Leukozyten ins Gefalsys-
tem moduliert (157, 158). Bei CD31" T- und B-Zellen handelt es sich vor allem um naive Immun-
zellen, wihrend in gealterten, aktivierten (Gedachtnis) CD4* und CD8" T-Zellen und differenzier-
ten B-Zellen das Molekiil herunterreguliert wird (159-161). Wilkinson et al. gaben in einem
Versuch mit PECAM-1 Knockout-Méusen Anlass zur Annahme, dass PECAM-1 wesentlicher
Regulator der B-Zell-vermittelten Immunantwort ist: Die Abwesenheit von CD31 fiihrte sowohl
zu Defekten im Entwicklungsprozess von naiven zu reifen B-Zellen, als auch zu einer iiberschie-
enden B-Zell-Antwort bis hin zur Entwicklung von B-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankun-
gen (162). Analog zu den Beobachtungen in B-Zellen scheint die Expression von CD31 auch die
iiber T-Lymphozyten vermittelte Immunantwort zu ddmpfen, indem es deren Antigen-induzierte
Immunreaktion herunterreguliert, die Proliferationsrate abschwécht, die Ausschiittung pro-in-
flammatorischer Zytokine reduziert und die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Signalgebung generell
inhibiert (153, 163-165). CD31" T-Zellen kénnten dariiber hinaus an der Pravention von Autoim-
munitdt beteiligt sein (163). In verschiedenen Mausmodellen mit chronisch inflammatorischen Er-
krankungen wurde der grundsitzliche anti-inflammatorische Effekt von CD31* Zellen ebenfalls
belegt: PECAM-1 +/+ Miuse mit Arthritis wiesen einen spéteren Krankheitsbeginn mit niedrige-
rer Produktion pro-inflammatrischer Zytokine und Leukozyteninfiltration in die Gelenke im Ver-

gleich zu PECAM-1 Knockout-Méusen auf (166, 167).

6.5.3 Vorarbeiten zur CD31" Zelltherapie bei der Frakturheilung

Bei den CD31" Zellen handelt es sich um Zellen, die insbesondere in der Anfangsphase der Frak-
turheilung im Frakturhdmatom akkumulieren (17, 18). In Zusammenschau mit den beschriebenen
immunmodulatorischen und pro-angiogenen Eigenschaften stellt die Anreicherung von speziell
CD31" PBMCs im Frakturhdmatom deshalb einen vielversprechenden Ansatz in der Therapie be-

eintrachtigter Frakturheilung dar, die durch eine prolongierte Inflammationsphase und/oder eine
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eingeschrinkte Angiogenese bedingt sein kann (18-20, 30, 49-51). In unserer Arbeitsgruppe wurde
deshalb die Wirkung der Zellen auf die Knochenheilung genauer untersucht.

Dabei wurden zunéchst in vitro Versuche durchgefiihrt, um die Eigenschaften humaner CD31"
Zellen genauer zu analysieren. Darin konnte gezeigt werden, dass CD31* Zellen sowohl junger
als auch dlterer Spender pro-angiogene und osteogene Eigenschaften aufweisen (22). Dariiber hin-
aus wurde ihr anti-inflammatorischer Effekt auf das angeborene und adaptive Immunsystem {iber-
priift: In Ko-Kulturen mit aktivierten Monozyten oder CD8" T-Zellen ddmpften die CD31" Zellen
deren Immunantwort und fiihrten zu einer signifikant hoheren Sekretion anti-inflammatorischer
Faktoren (bei Ko-Kultur mit Monozyten) sowie einer niedrigeren Produktion pro-inflammatori-

scher Zytokine (bei Ko-Kultur mit T-Zellen) (22).

AnschlieBend wurden die Befunde in ein klinisch relevantes Rattenmodell fiir eine biologisch ver-
zogerte Frakturheilung tibersetzt (22), welches auch der vorliegenden Arbeit als Grundlage dient.
6 Wochen nach Durchfiihrung einer Osteotomie und Transplantation von entweder der Gesamtheit
an PBMCs (Kontrollpopulation) oder der Fraktion CD31"PBMCs in den Osteotomiespalt konnte
insgesamt eine erhdhte Bildung von Knochengewebe, eine verminderte Bildung von fibrotischem
Gewebe und vermehrt Knorpelgewebe im Osteotomiespalt in der CD31 Gruppe nachgewiesen
werden (Abbildung 7). Ein Einfluss der CD31" Zellapplikation auf die Gefédanzahl lieB sich zum
6-Wochen-Zeitpunkt histologisch im Vergleich zur PBMC Gruppe nicht beobachten (22).

Histomorphometrie

. 0] PBMCs &
&) 2 60 A W CD31'
= § *

E 40

<

S

S

5 20
F =
< ) rPi
> 0 S (<] (4]
o & S S
2 é@\‘ & . 6&6

A B Nt «(—5‘0\& <

Abbildung 7: Daten aus der Vorarbeit zur CD31" Zelltherapie 6 Wochen nach Osteotomie

A: Mit einem Mikro-CT aufgenommene 3D-Rekonstruktionen der Osteotomieregion 6 Wochen nach Osteotomie (oben)
zeigen eine fortgeschrittene Heilung in der CD31 Gruppe (proximales Femurfragment oben, distales unten) analog zu histo-
logischen Movat-Pentachromfiarbungen (unten) zum gleichen Zeitpunkt (links proximales, rechts distales Femurfragment.
Knochengewebe orange, Knorpelgewebe griin/gelb, fibroses Bindegewebe grau/dunkelgriin) B: Die histomorphometrische
Auswertung 6 Wochen nach Osteotomie ergab in der CD31 Gruppe eine signifikant (*) groBere Menge an mineralisiertem
Gewebe, eine groflere Menge an Knorpelgewebe und eine signifikant geringere Menge an Bindegewebe im Vergleich zur
PBMC Population. Abbildungen entnommen und modifiziert aus (100).
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Zusitzlich wurden ex vivo Protein- und Genexpressionsanalysen 3 und 7 Tage nach Osteotomie
durchgefiihrt (22). Diese Untersuchungen ergaben eine erhohte Expression einiger pro-angiogener
Faktoren, eine niedrigere Expression pro-inflammatorischer Zytokine sowie eine Hochregulation
von anti-inflammatorischen Mediatoren in den Hiamatomen der CD31 Gruppe gegeniiber der
PBMC Gruppe (22). Dies spiegelte den pro-angiogenen und immunmodulatorischen Effekt der

Zellen auch in vivo wider.

Da sowohl eine beeintrachtige Angiogenese (49-51) als auch eine unbalancierte pro-inflammato-
rische Immunantwort (18-20, 30) wihrend der Knochenheilung zur Entstehung von Pseudarthro-
sen fiihren konnen, stellt die CD31* Zellapplikation einen vielversprechenden Interventionsansatz

dar, um dieser Entwicklung vorzubeugen.

32 Einleitung ® Zelltherapeutischer Ansatz der vorliegenden Arbeit



7 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich die selektive Anreicherung peripherer CD31" Zellen
am Ort des Frakturgeschehens auf die frithen Phasen einer biologisch verzogerten Knochenheilung
auswirkt. Aufgrund ihrer in Vorarbeiten postulierten pro-angiogenen und immunmodulatorischen
Eigenschaften wurden die Effekte der CD31" Zellapplikation auf Angiogenese und Inflammation
beziehungsweise die damit verbundene Gewebedifferenzierung in den frithen Phasen der Kno-

chenregeneration histologisch evaluiert.

In einem bereits etablierten Tiermodell wurde dazu weiblichen, 12 Monate alten Sprague-Dawley
Ratten ein artifizielles Himatom mit entweder der Gesamtheit an PBMCs oder einer angereicher-
ten CD31" Zellpopulation in einen 2 mm breiten Osteotomiespalt transplantiert. Die Tiere wurden
3 und 7 Tage nach Osteotomie euthanasiert, um die frithen Heilungszeitpunkte zu analysieren. An
den kryokonservierten Praparaten wurden anschlieend histologische Untersuchungen etabliert
und durchgefiihrt. Zu den genannten Zeitpunkten wurden mittels deskriptiver und quantitativer

Analysen die GefaBsituation und die Entwicklung des neu entstehenden Gewebes beurteilt.

Die regenerativen Eigenschaften der peripheren CD31" Zellen sind vielversprechend fiir die lokale
Zelltherapie von biologisch verzogerten Knochenheilungen und kénnen helfen, neue Therapiean-
sdtze in diesem Gebiet zu entwickeln. Als intraoperativer Ansatz stellt die Applikation der Zellen
eine Therapieform direkt an der Basis des Heilungsprozesses dar, die einer aufwendigen, kosten-
und zeitintensiven Nachsorge von Pseudarthrosen vorbeugen konnte. Dariiber hinaus kann die
Analyse der Funktion der CD31" Zellen bei der Knochenheilung auch von Nutzen sein, um allge-
meine Heilungskaskaden zu entschliisseln und in Zukunft ihren Einsatz auf die Regeneration an-

derer Gewebe auszuweiten.

Ziele der Arbeit 33



8 Methoden

8.1 In vivo Versuchsablauf

8.1.1 Beschreibung der Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mit Genehmigung (Antragsnummer: GO181/14) des Landesamtes fiir
Gesundheit und Soziales (LaGeSo) Berlin 26 zwolf Monate alte, weibliche Sprague Dawley-Rat-
ten mit einem Durchschnittsgewicht von 399,71 g (+/- 59,28 g) herangezogen. Die Tiere wurden
in den Laboren der Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland, aufgezogen. Die anschlie-
ende Tierhaltung und Versuchsdurchfithrung fand in der Tierexperimentellen Einrichtung der
Charité, Campus Virchow-Klinikum, Berlin, statt. Bis zu 5 Ratten wurden dabei zunéchst in Mak-
rolonkifigen (Typ IV, Bodenfliche bis zu 1800 cm?, Hohe 19 ¢cm) gehalten. Nach erfolgter Ope-
ration wurden sie in Zweierkifige (Typ III, Bodenfliche 810 cm?, Hohe 18 c¢m) versetzt, um die
gegenseitige Wundmanipulation zu reduzieren. Die Tiere waren wihrend der gesamten Zeit bei
einer Temperatur von 21°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60-70 % einem kiinstlichen Tag-Nacht-
Rhythmus von je 12 Stunden ausgesetzt. Als Futter dienten trockene Pellets (Ssniff, Soest,
Deutschland) Wasser wurde durch eine im Kéfig installierte Selbsttrinke bereitgestellt. Beides
war ad libitum zur Verfiigung. Die Kifige wurden wochentlich, Futter und Wasser téglich erneu-
ert. Sowohl die Tierhaltung, als auch die Tierexperimente fanden den Anforderungen des Tier-

schutzgesetztes entsprechend statt.

Fiir dem Versuch wurden gealterte Rattenweibchen herangezogen, die bis zu diesem Zeitpunkt
mindestens dreimal geworfen hatten. Wie bereits publiziert (168), zeigen diese Tiere nach Durch-
filhrung einer 2 mm breiten Osteotomie im Schaft des linken Femurs nach 6 Wochen keine kno-
cherne Uberbriickung des Osteotomiespalts, sofern keine zusitzliche Versorgung erfolgt. Damit

stellen sie ein geeignetes Modell fiir eine biologisch verzogerte Knochenheilung dar.
Die Tiere erhielten entweder die Gesamtheit an PBMCs oder die isolierten CD31" PBMCs.

8.1.2 Spendertiere und Totung von Spendertieren

Die Zellpopulationen, die in den Operationen den eigentlichen Versuchstieren appliziert worden
sind, wurden aus Vollblut von Spendertieren isoliert. Diese wurden mittels intraperitonealer Ap-
plikation von 0,3 mg/kg Medetomidin (Cepetor®, CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland) und 60
mg/kg Ketamin (Inresa Arzneimittel, Freiburg, Deutschland) zunichst in Narkose versetzt, an-

schlieend erfolgte die intrakardiale Blutentnahme. Das hierbei gewonnene Vollblut (ca. 10 — 15
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ml Blut pro Tier) wurde in Citratréhrchen (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company,
New Jersey, U.S.A.; (0,109M gepufferte Na3-Citrat 2 3,2%)) fiir die nachfolgende Zellaufreini-
gung antikoaguliert, wobei je ungefdhr 2,5 ml Spendertier-Blut in der Citratmenge zweier Vacu-
tainer® ungerinnbar gemacht wurden. Danach erfolgte die intrakardiale Gabe von 5 ml 10 %iger
Kalium-Chlorid-Ldsung (Fresenius-Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland) womit die Tétung
durch Herzstillstand herbeigefiihrt wurde.

8.1.3 Zellkultur
8.1.3.1 PBMC Aufreinigung aus Rattenblut

PBMCs wurden aus Citratblut durch Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Hierzu wurde
das Spendertierblut auf eine Histopaque-1083 Losung (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO,
U.S.A.) geschichtet. Im nachfolgenden Zentrifugationsschritt (Beschleunigung: 6, 400 G, keine
Bremse, 30 Minuten, Raumtemperatur) wurden die Blutbestandteile aufgrund unterschiedlicher
Dichte voneinander getrennt, sodass sich anschlieend die PBMC des Blutes (Lymphozyten, Mo-
nozyten) als weille Grenzschicht zwischen Blutplasma und Histopaque sammelten und von den
restlichen Blutbestandteilen (Thrombozyten, Erythrozyten und polymorphkernigen Granulozyten)
separiert wurden (Abbildung 8).

Plasma Schicht: Thrombozyten, Hormone,
Zytokine, Elektrolyte

Periphere mononukleére Zellen (PBMCs): Lymphozyten
(T-, B-, NK-Zellen), Monozyten
— Histopaque/Dichtegradienten-Losung

v Polymorphnukleire Zellen (Granulozyten) und Erythro-
zyten

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Isolation von PBMCs

Darstellung der Blutfraktionen nach Dichtegradientenzentrifugation mit Histopaque: Blutbestandteile mit einer Dichte gerin-
ger als die des Trennmediums setzen sich nach Zentrifugation im Reagenzglas oberhalb des Mediums ab (Plasma-Schicht
und mononukleére Zellen). Unterhalb der Trennlosung befinden sich Erythrozyten und Granulozyten, die eine hohere Dichte
aufweisen.

Mit Hilfe einer Transferpipette wurden die PBMCs in ein neues 15 ml Falcon® iiberfiihrt, mit PBS
(Gibcol®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A.) gespiilt und durch Zentrifugation pel-
letiert (Beschleunigung: 9, Geschwindigkeit: 400 G, Bremse: 9, 8 Minuten, Raumtemperatur), die
Uberstinde wurden verworfen. Verbleibende Erythrozyten wurden lysiert. Die Zellsuspension
wurde danach mit PBS aufgefiillt und zentrifugiert (7 Minuten, 400 G), um entstandene Erythro-

zytenfragmente auszuwaschen. Uberstinde wurden abgenommen.
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Die Zellzahl wurde durch automatisierte Zahlung mithilfe des Countess® Automated Cell Counter
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U.S.A.). Avitale Zellen wurden mit Trypanblau (Life
Technologies, Carlsbad, CA, U.S.A.) angefdrbt und bei der Zahlung nicht beriicksichtigt.

Die isolierten PBMCs wurden entweder appliziert oder zur weiteren Isolation der CD31" Zellen
genutzt. Fir die direkte Applikation wurden jeweils 2 x 10° Zellen aliquotiert, zentrifugiert (400
G, 8 Minuten, Raumtemperatur), der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 20

ul PBS resuspendiert. Die Zellen wurden bis zur Transplantation am selben Tag bei 4 °C gelagert.

8.1.3.2 CD31" Aufreinigung aus Rattenblut

Die CD31" Zellen wurden mittels positiver magnetischer Zellseparation mit dem MACSQuant®
(magnetic activated cell sorting, MACS; Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland)
aus PBMCs isoliert (Abbildung 9). Durch ein magnetisches Feld werden beim Durchflie3en einer
MACS®-Siule (Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) nur solche Zellen zu-
riickgehalten, die zuvor mit magnetischen Partikeln (sogenannten MicroBeads) gekoppelt worden

sind.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der MACS Technik

1: Magnetische Markierung: Zellen, die isoliert werden sollen, werden mit magnetischen MACS MicroBeads gekoppelt.
2: Magnetische Separation: Zellen werden in einer MACS Séiule, die von einem magnetischen Feld umgeben ist (S (Stud-
pol), N (Nordpol) = MACS Separator), getrennt. Die Zellen, die nicht magnetisch gekoppelt sind, flieBen durch die Saule
hindurch und werden als negativ Fraktion bezeichnet. 3: Auswaschung der markierten Zellen: Nachdem das magnetische
Feld um die Sdule entfernt wurde, konnen die zuriickgebliebenen Zellen als angereicherte, positiv selektierte Fraktion aus
der Séule ausgewaschen werden. Abbildungen entnommen und modifiziert aus (169).

Die Isolation von PBMCs aus Vollblut von Spendertieren erfolgte entsprechend der vorigen Dar-
stellung. Nach erfolgter Zellziahlung wurden je 1 x 10’ PBMC mit 500 pl Féirbelosung (10 pl
CD31-FITC-Antikorper (anti-CD31 Ratte: Klon TLD-3A12, FITC gekoppelt; AbD Serotec, Bio-
rad, Hercules, Californien, U.S.A.) + 1 %iges BSA (Bovine Serum Albumin; Sigma-Aldrich Co.
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LLC, St. Louis, MO, U.S.A.) in DPBS fiir 15 Minuten unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Inkubation wurden die Proben mit PBS aufgefiillt und zentrifugiert (7 Minuten,
400 G, RT), Uberstinde wurden anschlieBend entfernt. Fiir die Kopplung der CD31" Zellen an
magnetische Partikel, wurde pro 1 x 10”7 PBMC je eine Losung aus 300 ul MACS Puffer
(PBS+EDTA), 90 pul 1 %igem BSA-Blocking Serum und 10 pl Anti-FITC-MicroBeads (Milteny
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) angesetzt. Darin wurden die PBMCs resuspen-
diert und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, um die Bindung der MicroBeads an den
FITC-Antikorper sicherzustellen. Die Zugabe von Blocking-Serum verhinderte die Bindung von
MicroBeads an unspezifische FC-Rezeptoren. Nach Inkubation wurde die Zellsuspension mit
MACS-Puffer aufgefiillt zentrifugiert (400 G, 7 Minuten,), um ungebundene MicroBeads auszu-
waschen. AnschlieBend wurde die Suspension in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert und in eine
zuvor mit MACS-Puffer equibrilierte MACS-Saule (Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland) iibertragen, die von einem magnetischen Feld umschlossen war. Es wurde eine
CD31-positiv-Selektion nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Analog des Vorgehens bei
der PBMC Aufreinigung, wurden anschlieBend die Zellzahlen automatisch bestimmt und die Ziel-

zellmenge von 2 x 10° CD31* Zellen aliquotiert.

8.1.4 Operation

8.1.4.1 Fixateur Externe

Der im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendete unilaterale Fixateur Externe ist ein individuell
angefertigtes Fixateursystem, das von Strube et al. etabliert wurde (170) (Abbildung 10). Es be-
steht aus vier Titan-Kirschnerdréhten (10 cm, Durchmesser 1,23 mm) mit je einem 10 mm langen
Gewinde auf einer Seite, einer Verbindungsschiene aus rostfreiem Stahl (22 mm lang, 5 mm hoch,
1,6 mm dick) und vier Titanklammern (2 obere Teile, 8 mm lang, 5 mm hoch, 3,5 mm dick und 2
untere Teile, 8 mm lang, 5 mm hoch, 2 mm dick). Die Klammern bilden Furchen mit einem Durch-
messer von 2,2 mm fiir die Kirschnerdréhte, die hierin gefiihrt werden. Sie werden mit Senkschrau-
ben und gegeniiberliegenden Muttern befestigt. Eine Verdickung von 3,1 mm iiber eine Distanz
von 14 mm in der Mitte der Fixateurschiene stabilisiert diese zusétzlich. Das gesamte System
wiegt 6,216 g. Bei der folgenden Ausfiihrung (so auch bei der Beschreibung des operativen Vor-
gehens) werden die Kirschnerdridhte von proximal nach distal nun mit den Buchstaben A-D ge-
kennzeichnet. Der Abstand zwischen Kirschnerdrdhten A und B und C und D betrigt je 4 mm, der
Abstand zwischen den Kirschnerdrdhten B und C dagegen 10 mm, damit dort ausreichend Raum

fiir die Durchfiihrung einer Osteotomie zur Verfligung steht. Indem die Kirschnerdrihte bicortical
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in das Femur verschraubt wurden, konnte die winkelstabile Befestigung des Fixateurs sicherge-
stellt werden. Durch Zuhilfenahme eines Plastikblocks mit einer Hohe von 7,5 mm, der kurzzeitig
zwischen Femur und noch zu befestigender Fixateurschiene platziert wurde, konnte die Fixierung
der Schiene auf einer einheitlichen Hohe bei allen Versuchstieren sichergestellt werden. Eine Sé-
gevorlage mit einem vorgefertigten Spalt von 2 mm diente der Reproduzierbarkeit der durchge-

fithrten Osteotomien.

Fixateurschiene

Titan-Kirschnerdridhte A-D mit
Gewinde

Rattenfemur

proximal Osteotomieregion distal

Abbildung 10: schematische Darstellung des Fixateur Externe

Entnommen und modifiziert aus (171).

8.1.4.2 Herstellung des artifiziellen Himatoms fiir die lokale Administration in vivo

PBMCs und CD31* Zellen wurden wie beschrieben isoliert. 2 x 10° Zellen von entweder PBMCs
oder CD31" Zellen wurden in 160 pl Eigenblut resuspendiert, das kurz vor Operationsbeginn aus
der rechten V. saphena magna des jeweiligen Versuchstiers gewonnen wurde, und mit Citrat anti-
koaguliert. Unmitellbar vor der intraoperativen Transplantation wurde die Gerinnung mit einer
CaCl2 (12%)/Thrombin-Losung (Baxter, Deerfield, IL, U.S.A.) initiiert. Dabei diente der Deckel
eines 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefiaBes als Form fiir das artifizielle Himatom. Nach Aushirtung

wurde dieses in den Osteotomiespalt eingebracht.

8.1.4.3 Operatives Vorgehen

Nach prioperativer Beurteilung des Gesundheitszustands erfolgte die gewichtsadaptierte, intrape-
ritoneale Injektionsnarkose mit 0,3 mg/kg Medetomidin (Cepetor®, CP-Pharma, Burgdorf,
Deutschland) und 60 mg/kg Ketamin (Inresa Arzneimittel, Freiburg, Deutschland). Mit Bepan-
then®-Augensalbe (Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) wurde einer Austrocknung der Kornea
vorgebeugt. Uber wasserdichte Farbmarkierungen am Schwanz erfolgte die fortlaufende Numme-
rierung der Versuchstiere (Kreis = eine Ziffer, Strich = 5). Prophylaktisch erfolgte anschlieend
die Applikation von 45 mg/kg Clindamycin (Ratiopharm, Ulm, Deutschland) subkutan in den Na-
ckenbereich. Das Fell der Tiere wurde im Operationsfeld groBziigig trocken abrasiert und mit Des-

infektionsspray eingespriiht.
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Die Operation wurde mit einer ldngsverlaufenden lateralen Inzision der Haut iiber dem zu operie-
renden Femur begonnen. AnschlieBend wurde die darunter liegende Faszie zwischen Quadriceps
und ischiocruraler Muskulatur stumpf disseziert. Um zu verhindern, dass sich wéihrend der Ope-
ration umliegendes Weichteilgewebe ins Operationsfeld vorschob, wurden stumpfe Wundhaken
verwendet, die das Gewebe zuriickhielten. Um folgend den Fixateur Externe montieren zu konnen,
wurden Locher mit einem elektrischen Bohrer in das Femur gebohrt. Um die Kirschnerdrihte bei
jeder Operation moglichst an gleicher Stelle im Femur der Ratten zu positionieren, wurden die
Bohrlocher mit Hilfe einer Bohr-Schablone erstellt, anhand derer vier Bohrungen in Reihe entlang
des Femurs ,,gefiihrt™ vorgenommen werden konnten. Dabei wurde das erste Loch senkrecht zur
lateralen Femurseite im Bereich der distalen Diaphyse (monokortikal) gebohrt und der erste
Kirschnerdraht (KD D) mittels Handbohrer an dieser Stelle bicortical in den Femur eingeschraubt
(ebenfalls senkrecht). Nachfolgend wurde anhand der Schablone (bicortical) das am weitesten pro-
ximal liegende Loch in den Femur gebohrt, in welches anschlieend Kirschnerdraht A einge-
schraubt wurde. Die beiden mittleren Bohrungen fiir Kirschnerdridhte B und C wurde analog an-
hand der Schablone ausgefiihrt, welche anschlieBend durch die Schiene des Fixateurs ersetzt
wurde. Letzterer wurde mit Schrauben an den Kirschnerdréhten befestigt. Die iiberstehenden En-
den der Kirschnerdrihte wurden mit einer Zange auf die Hohe der Fixateurschiene gekiirzt, die
etwa 7,5 mm iiber dem Femur lag. Hiermit war die Befestigung des Fixateurs abgeschlossen. Es
folgte die Osteotomie, bei der mit einem 0,3 mm breiten Sdgemesser und einer standardisierten
Sdgeschablone ein Osteotomiespalt von 2 mm Breite zwischen den beiden mittleren Kirschner-
drahten geschaffen wurde. Das dabei entstehende Knochenfragment wurde mit einer Pinzette ent-
fernt. Anschlieend wurde das artifizielle Himatom, das entweder die angereicherten CD31" Zel-
len oder PBMCs enthielt, in den Osteotomiespalt transplantiert. Hiernach wurde die Muskelfaszie
mit einem 3.0 resorbierbaren Faden und die dariiber liegende Haut mit einem 3.0 nicht-resorbier-

baren Faden verschlossen.

Mit der Gabe von 1,5 mg/kg Atipamezolhydrochlorid (Revertor®, CP-Pharma, Burgdorf,
Deutschland) wurde die Anédsthesie antagonisiert und ausgeleitet. Im Kéfig wurden die Tiere mit
einer Warme-spendenden Rotlichtlampe bestrahlt, bis sie wieder wach und bewegungsfihig wa-
ren. Die Ratten konnten das operierte Bein nach der Operation sofort voll belasten, zur Schmerz-
linderung befand sich post operativ fiir 3 Tage Tramadolhydrochlorid (0,5-1 mg/ml) (Tramal®,
Griinenthal, Aachen, Deutschland) im Trinkwasser der Tiere, die engmaschig auf Zeichen von

Schmerzen oder anderen Beschwerden kontrolliert wurden.
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8.1.4.4 Totung der Versuchstiere und Entnahme des Untersuchungsmaterials

Die Versuchstiere wurden 3 oder 7 Tage nach erfolgter Operation euthanasiert. Die Totung der
Versuchstiere erfolgte analog zur Tétung der Spendertiere. Eine Ubersicht gibt die Einteilung der
Versuchsgruppen (Tabelle 1). Im Anschluss an die Euthanasie wurde bei den Versuchstieren das
linke Femur von Hiifte und Knie freiprépariert und einschlieBlich des Fixateurs entnommen. Mit
besonderer Riicksicht auf den Osteotomiespalt und das Periost wurde vorhandenes Weichteilge-
webe ebenfalls abprépariert. Sowohl am proximalen als auch am distalen Ende wurde das Femur
mit einer Knochenzange inzidiert, um eine optimale Aufnahme der 4% igen Paraformaldehyd
(PFA)-Fixierlosung (Merck, Darmstadt, Deutschland) sicherzustellen, in die es anschlieBend ge-

geben wurde.

Von 26 Ratten, die zu Beginn in den Versuch eingeschlossen wurden, mussten 2 Tiere au3erplan-
méBig getotet werden, da es intraoperativ im Zuge der Osteotomie zu Knochensplitterrungen kam,
die die Analyse verfélscht hitten. 24 osteotomierte Tiere sind in den weiteren Versuch mit einge-
gangen. An den 3 Tages Tieren wurde keine histomorphometrische Auswertung durchgefiihrt, da
sich an Tag 3 in vielen Schnitten der PBMC Gruppe kein Gewebe mehr in der ROI befand, dessen
Flacheninhalte mit der CD31 Gruppe hitte verglichen werden kdnnen. Da bei Evaluation der Ge-
fdBanzahl jedoch das Knochenmark mitbeurteilt wurde, wurden die a-SMA Farbungen auch an
diesen Tieren ausgewertet. Aus der 7 Tages Population wurden Tiere ausgeschlossen, bei denen

die Femurfragmente massiv gegeneinander verstellt und voneinander entfernt lagen.

Tabelle 1: Uberblick iiber die Anzahl und Verwendung der Versuchstiere

Euthanasie-Zeitpunkt Tag 3 Tag 7
Gesamt
Versuchsgruppe PBMC CD31 PBMC CD31

Anzahl erfolgreich operierter Versuchstiere 6 7 6 5 24
Anzahl deskriptiv ausgewerteter Versuchstiere 6 7 5 4 2
(a-SMA und Movat-Pentachrom)
Anzahl ) Movat-Pentachrom 0 0 5 4 9
histomorphometrisch
ausgewerteter Versuchstiere

a-SMA 6 7 5 4 22

8.2 Histologie
Da die natiirliche Struktur fiir die histologischen Untersuchungen des Kallus so gut wie moglich

erhalten bleiben sollte, wurde als Grundlage die Kryokonservierung der Proben gewéhlt.
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8.2.1 Histologische Aufarbeitung

8.2.1.1 Fixierung und aufsteigende Zuckerlosungen

Die Femora wurden nach Entnahme 24 Stunden bei 4 °C in 4 %iger Paraformaldehyd-Losung
(Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert. AnschlieBend wurden sie fiir je 24 Stunden bei 4 °C in
10 %iger, 20 %iger und zuletzt 30 %iger Glukoselosung gelagert. Alle Glukoselosungen wurden

reinem H>0 (Ampuwa®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) angesetzt worden.

8.2.1.2 Kryo-Einbettung nach der Kawamoto-Methode

Die Einbettung erfolgte entsprechend der Kawamoto-Methode in Kryomedium (172). Vorberei-
tend wurde ein Dewar-Transportgefdl (VWR International, Radnor, Pennsylvania, U.S.A.) mit
Aceton (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, U.S.A) und einigen Stiicken Trockeneis (Charité,
Berlin, Deutschland) befiillt und ein 600 ml Becherglas (Duran®, klar, VWR International,
Radnor, Pennsylvania, U.S.A.) darauf platziert und mit N-Hexan (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) befiillt. Die Proben wurden luftblasenfrei in SCEM-Medium (Section-
Lab Co, Ltd., Hiroshima, Japan) eingebettet und mit der Einbettungsform so lange in N-Hexan
gehalten, bis das Medium gefroren war (erkennbar an dessen Weillfarbung). Nach kurzem An-
tauen wurde der Kryoblock aus der Einbettungsform herausgelost, auf Trockeneis zwischengela-

gert und anschlieBend bei -80 °C eingefroren.

Abbildung 11: Kryoeinbettung nach Kawamoto

Probe (hier Méausefemur) im SCEM Medium wird durch Eintauchen in N-Hexan gefroren. Aus (173).

8.2.1.3 Anfertigen von Kryoschnitten

Alle Kryoschnitte wurden mit dem Lyca CM 3050 S Kryostat (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland) bei einer Kryostattemperatur von -24 °C bis -25 °C angefertigt. Der Pra-
paratblock wurde mittels Tissue-Tek® Medium (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, Sakura Fi-
netek Germany GmbH, Staufen im Breisgau, Deutschland) an der Objekthalterung fixiert. Um

parallel zur Faserrichtung des Knochens zu schneiden, wurde dieser senkrecht zum Messer
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(FEATHER® Microtome Blade N35HR, pfm medical ag, Koéln, Deutschland) eingespannt
(Abbildung 12). War der Préparatblock bis auf Hohe der ROI getrimmt, wurde ein einseitig selbst-
klebender Kryofilm (Cryofilm Type 2C (9), Section-Lab Co, Ltd., Hiroshima, Japan) mit der ad-
hésiven Seite auf das Préparat aufgebracht und folgend Schnitte mit einer Schnittdicke von 5 pm
angefertigt. Anschliefend wurde der Film mit dem ihm anhaftenden Préparatschnitt auf einen Ob-
jekttrager (Silane beschichteter Objekttrager, Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland) auf-
gebracht. Nachdem die Schnitte auf der Folie 60 Minuten getrocknet waren, wurden sie an den
Seiten mit Tesafilm® (Tesa®, Norderstedt, Deutschland) auf dem Objektglas fixiert. Die Objekt-
trager wurden bei -80 °C im Kiihlschrank bis zur Farbung gelagert.

Kryotomkammer

Préparatblock

Rattenfemur auf Hohe der

Objekthalterung ROI

Kryotommesser

Abbildung 12: Fotografie des Kryostats mit eingespanntem Priiparat

Dargestellt ist ein bis zur Osteotomieregion getrimmtes Kryo-Préiparat

8.2.2 Histologische Farbungen

8.2.2.1 Movat-Pentachromfirbung

Mit der Movat-Pentachromfarbung gelingt es, innerhalb eines Schnittpréparates alle Komponen-
ten des Binde- und Stiitzgewebes nebeneinander anzufarben (174). Zur Farbung werden Alcian-
blau, Weigerts Eisenhdmatoxilin, Brilliant Crocein-Sdurefuchsin und Safron du Gétinais verwen-
det, als Beizmittel Phosphorwolframsdure. Glykosaminoglykane und Muzine (saure
Glykoproteine) werden durch Alcianblau angeféarbt. Alkalischer Ethanol dient anschlieend zur
Umwandlung von Alcianblau in ein wasserunldsliches blaugriines Pigment, welches sich an
Schwermetallionen sulfatierter Glykosaminoglykane ablagert. Die Zellkerne werden mit Weigerts
Eisenhdmatoxilin gefarbt, das Zytoplasma durch Brillant-Crocein-Sdurefuchsin. Safran du Gati-

nais sorgt in einem letzten Firbeschritt fiir die Anfarbung des kollagenen Bindegewebes (174).
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Vor Beginn der Farbung wurden die Proben fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet.
Hiernach wurden sie 15 Minuten mit 4 %iger Paraformaldehyd-Losung (Merck, Darmstadt,
Deutschland) fixiert und anschlieBend 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Danach wur-
den die Schnitte 3 Minuten in 3 %ige Essigsdure (pH 2,5; Merck, Darmstadt, Deutschland) ge-
taucht.

Im ersten Farbeschritt wurde 30 Minuten mit 1 %igem Alcianblau (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI,
U.S.A)) in 3 %iger Essigsdure gefarbt. Durch Eintauchen in 3 %ige Essigsdure und folgend Aqua-
dest, wurden die Schnitte gespiilt. Hiernach wurden sie 60 Minuten in alkalischen Ethylalkohol
(90 ml 96 % Ethanol mit 10 ml NH3) gestellt, bevor sie mit Leitungswasser gespiilt und anschlie-
Bend fiir 10 Minuten darin belassen wurden. Die Proben wurden in Aquadest ausgespiilt, bevor sie
15 Minuten bei Raumtemperatur mit Weigerts Eisenhdmatoxilin (Chroma Waldeck, Miinster,
Deutschland) angefarbt wurden. Danach wurden die Préparate einmal in Aquadest eingetaucht und
mit Leitungswasser gespiilt und 15 Minuten darin belassen. Mit Brilliant Crocein-Saurefuchsin
(Chroma Waldeck, Miinster, Deutschland) wurde im nichsten Farbeschnitt das Zytoplasma ange-
farbt (10-15 Minuten). Danach wurden die Proben langsam in 0,5 %ige Essigsdure eingetaucht,
bevor sie 20 Minuten mit Phosphorwolframsdure (5 %ig; Chroma Waldeck, Miinster, Deutsch-
land) gebeizt wurden. Unter leichter Auf- und Abbewegung, wurden die Schnitte danach fiir 1-2
Minuten in 0,5 %ige Essigsdure getaucht. Fiir je 5 Minuten wurden sie anschliefend 3-mal hinter-
einander in 100 %igem Ethylalkohol (Herbeta, Berlin, Deutschland) platziert. Nun wurden die
Schnitte fiir 60 Minuten mit Safron du Géatinais (Chroma Waldeck, Miinster, Deutschland) geférbt,
bevor sie erneut in 3 verschiedene Kiivetten mit 100 %igem Ethylakohol getaucht wurden (jeweils
2 Minuten). In einem letzten Schritt wurden die Praparate fiir 2-mal 5 Minuten in Xylol (J.T. Ba-
ker, Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, U.S.A.) gegeben. Mit Vitro-Clud® (R.
Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) wurden die Schnitte anschlieBend eingedeckt und fiir

24 Stunden bei Raumtemperatur unter der Abzugshaube belassen.

Die Férbung flihrt normalerweise zu folgendem Férbeergebnis: Mineralisierter Knochen erscheint
gelb, Kollagenfasern ebenfalls. Mineralisierter Knorpel farbt sich griin-gelblich an, nicht minera-
lisiertes Knorpelgewebe griin. Osteoid zeigt sich dunkelrot, elastische Fasern rot. Wihrend sich
Zellkerne blauschwarz darstellen, wird das Zytoplasma rétlich. Saure Glykosaminoglykane er-
scheinen leuchtend hellblau. Zu beachten ist, dass durch die Anfertigung von Kryoschnitten die
Anfirbung der Gewebekomponenten im Vergleich zur Paraffinfarbung weniger intensiv und teil-

weise abweichend ausfillt (Abbildung 13).
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Knochenmark
Mineralisierter Knorpel
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Abbildung 13: Exemplarische Movat-Pentachromfirbung

Beispielpriparat aus der CD31 Gruppe 7 Tage nach Osteotomie: Farblegende: gelb: mineralisiertes Gewebe, griin: Knor-
pelgewebe, grau-bldulich: Bindegewebe, rot-braun: artifizielles Himatom/Muskelgewebe, rot-violett: Knochenmark

8.2.2.2 Immunhistochemische a-SMA Gefialifirbung

8.2.2.2.1 Prinzipien der a-SMA GefaBfarbung

Die in der Arbeit angewandte Gefdl3fiarbung basiert auf dem Prinzip der Immunhistochemie. Dabei
wird in einem ersten Schritt ein zu markierendes Antigen mittels eines Primérantikorpers gebun-
den. Bei der etablierten alpha smooth muscle Actin (a-SMA) Féarbung, stellt a-SMA das Zielanti-
gen dar. In einem zweiten Schritt wird ein mit Biotin gekoppelter Sekundéirantikorper appliziert,
der den Primérantikdrper bindet. Das Avidin eines anschlieend beigefiigten Avidin-Biotin-En-
zymkomplex (hier war das assoziierte Enzym die alkalische Phosphatase, AP) bindet hochaffin
das Biotin des Sekundirantikorpers. Nach Zugabe einer AP-Substrat-Chromogenpuffer-Losung
katalysiert die im Komplex gebundene alkalische Phosphatase das Substrat zu einem Produkt, das

nach Verbindung mit dem Chromogen zum sichtbaren Farbausschlag fiihrt. Die Gefdf3e erscheinen

auf diese Weise pinkfarben (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der immunhistochemischen a-SMA Férbung

Nach Kopplung des Antigens durch einen Priméarantikdrper wird ein Biotin-gekoppelter Sekundérantikérper hinzugefiigt, der
den Priméarantikorper bindet. An das Biotin des Sekundérantikorpers bindet das Avidin des anschlieend zugefiigten AB-
Komplexes, in dem die alkalische Phosphatase enthalten ist. Nach Zugabe einer Substrat-Chromogen-Losung katalysiert die
alkalische Phosphatase das AP-Substrat und fiihrt durch das enthaltene Chromogen zum sichtbaren Farbausschlag. Abbildung
modifiziert aus (175).

8.2.2.2.2 Allgemeiner Ablauf der Immunhistochemie
Die Beschreibung des Férbeverfahrens folgt samt durchgefiihrter Modifikationsschritte, die im
Rahmen der Etablierung der a-SMA Firbung vorgenommen wurden. Einen Uberblick gibt Abbil-

dung 15. Eine Zusammenfassung des etablierten Verfahrens folgt am Ende dieses Kapitels.

Nachdem die Schnitte 40 Minuten bei Raumtemperatur luftgetrocknet worden waren, folgte gege-
benenfalls die Fixierung mit 4 %igem Paraformaldehyd fiir 15 Minuten. Die Proben wurden da-
nach 2-mal fiir je 5 Minuten in mit Aquadest verdiinnter Phosphatpuffer Salzlosung (PBS:dH20
= 1:10) gespiilt. Im Rahmen des Etablierungsprozesses wurden einige Proben nun autoklaviert.
Dazu wurden die Schnitte in Na-Citratpuffer (10 mM, pH 6, aus Zitronensdure (Merck, Darmstadt,
Deutschland) und Natriumzitrat (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, U.S.A.) gegeben und
nachfolgend 2 Minuten im Wasserbad im Dampfdruckkochtopf erhitzt und anschlieBend in PBS
gesplilt. Je nach Etablierungsversuch folgte die Inkubation mit 2 %igem oder 5 %igem Normalse-
rum (Wirtsspezies Pferd; Vector® Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.) in 2 %iger BSA in PBS
(Chroma Waldeck, Miinster, Deutschland) Losung (30 Minuten in der feuchten Kammer (indivi-
duell angefertigt) bei Raumtemperatur). Sollte zusitzlich endogendes Biotin geblockt werden, er-
folgte hierbei gleichzeitig die Zugabe von Streptavidin (Streptavidin/Biotin Blocking Kit, Vector®
Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.; 4 Tropfen/ml Blocking-Losung). Die Proben wurden an-
schlieBend bei 4 °C iiber Nacht in der feuchten Kammer mit dem Primérantikdrper inkubiert (o-

SMA Anti-Ratte Primdrantikorper, Dako, Hamburg, Deutschland). Bei der Etablierung wurden
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unterschiedliche Verdiinnungen (1:100, 1:200, 1:400) der Antikdérper im Verdiinnungsmedium
(Dako Antikorperdiluent, Dako, Hamburg, Deutschland) angesetzt. Wurde zuvor der endogene
Biotin-Block gewihlt, wurden an dieser Stelle nun 4 Tropfen pro Milliliter Antikérperlosung Bi-
otin (Streptavidin/Biotin Blocking Kit, Vector® Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.) hinzuge-
geben. Bevor der Sekundérantikorper appliziert und die Proben fiir 30 Minuten in der feuchten
Kammer bei Raumtemperatur gelagert wurden, wurden die Schnitte gewaschen (2-mal 5 Minuten
in mit Aquadest verdiinntem PBS; PBS:Aquadest = 1:10). Die Losung des Sekundérantikdrpers
setzte sich aus 2 % biotinyliertem Sekundérantikdrper (Biotin-gekoppelter Anti-Maus Sekun-
dédrantikorper, Vector® Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A) und 2% Normalserum der
Wirtsspezies Pferd in 2 % BSA/PBS zusammen. AnschlieBend wurde in der 1:10 verdiinnten
PBS/Aquadest Losung gespiilt. Die Proben wurden dann fiir 50 Minuten in der feuchten Kammer
bei Raumtemperatur mit dem Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC Vectastain® ABC-AP Stai-
ning Kit (Alkaline Phosphatase, Standard), Vector® Laboratories, Burlingame, CA, USA) inku-
biert (1 Tropfen Losung A + 1 Tropfen Losung B in 5 ml PBS). Bevor fiir 2-mal 5 Minuten bei
Raumtemperatur der Chromogenpuffer (3,69 g HCLT, 0,54 g TRIS (beides Sigma-Aldrich Co.
LLC, St. Louis, MO, U.S.A.), 2,63 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) mit destilliertem
Wasser bis 300 ml auffiillen, pH 8,2) auf die Schnitte pipettiert wurde, wurden sie wiederholt 2-
mal 5 Minuten in mit Aquadest verdiinntem PBS gespiilt. Nach Zugabe des AP-Substrats (Vec-
tor® Red Alkaline Phosphatase Substrate, Vector® Laboratories, Burlingame, CA, USA) mit je 2
Tropfen aus Losung A, B, C (in dieser Reihenfolge) in 5 ml Chromogenpuffer, wurden die Schnitte
fiir 10-20 Minuten in der feuchten Kammer im Dunkeln gelagert. Bei der Verwendung von Le-
vamisol (Levamisol Losung, Vector® Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.) im Rahmen der
Etablierungsprozesse, wurde dieses vor Zugabe des AP-Substrates zum Chromogenpuffer hinzu-

gegeben.

Die Entwicklung der Farbungen erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle. Bei sichtbar werdenden
GefidBen wurde der Féarbeprozess durch Spiilen in PBS (1:10 mit Aquadest verdiinnt, 2 mal 5 Mi-
nuten) und Aquadest (einmalig 2 Min.) abgestoppt. Sobald die Gegenfarbung der Zellkerne mit
Mayers Himalaun (Merck, Darmstadt, Deutschland) fiir 90 Sekunden abgeschlossen war, wurden
die Schnitte in eine mit Leitungswasser gefiillte Kiivette gestellt. Bevor sie fiir 5 Minuten darin
stehen gelassen wurden, wurde das Wasser so oft erneuert, bis es sich nicht mehr verférbte. Hier-
nach erfolgte ein kurzes Ausspiilen in Aquadest, anschlieBend wurden die Schnitte mittels Aqua-
tex® (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt und fiir die nichsten 24 Stunden unter einem

Abzug gelagert.
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8.2.2.2.3 Etabliertes Verfahren

Im etablierten Protokoll wurden die Praparate vor der Farbung mit 4 %igem PFA fixiert und mit
5 %igem Normalserum inkubiert. Als Primédrantikorper wurde der gegen a-SMA gerichtete Anti-
korper verwendet. Das beste Farbeergebnis ergab eine Verdiinnung des Antikorpers von 1:100 mit
dem Antikorperdiluent. Zusitzlich kam an den entsprechenden Stellen im Protokoll (Abbildung
15) ein endogener Biotin-Block mittels Blocking-Kit zum Einsatz. Die in dem Ergebnisteil be-
sprochenen a-SMA Férbungen sind alle nach diesem Ansatz gefdarbt worden (siche Abbildung 18:
Etablierte a-SMA Gefidfifarbung (D) im Vergleich zu anderen Férbeprotokollen, Seite 54). Das
etablierte Verfahren wird in Abgrenzung zu den alternativen Firbeprotokollen in Abschnitt

,,Diskussion der unterschiedlichen Farbeansatze* diskutiert.
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Abbildung 15: Protokoll a-SMA Firbung mit optionalen Modifikationsschritten

Details siehe allgemeiner Ablauf der Immunhistochemie. Abbildung von A.Rose/M.Himburg
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8.3 Definition der Region von Interesse

Alle Fotos von Préparaten dieser Arbeit wurden so dargestellt, dass das proximale Femurfragment
auf der vom Betrachter aus linken Seite und das distale Fragment rechts zu sehen ist. Da die Rat-
tenfemora longitudinal geschnitten wurden, ergab sich in den Abbildungen je ein Lingsbild eines
Rattenfemurs, in dessen Mitte der Osteotomiespalt liegt. Sowohl die deskriptive, als auch die
quantitative Analyse beziehen sich immer auf einen bestimmten Bereich des Femurs, der als re-
gion of interest (ROI, Region von Interesse) bezeichnet wurde. Dies erlaubte die einheitliche Be-

trachtung der dort ablaufenden Heilungsprozesse.

Bei den Movat-Pentachromfarbungen schloss die ROI den Osteotomiespalt von 2 mm sowie die
an diesen angrenzenden proximalen und distalen Femurfragmente bis zu 1 mm Abstand mit ein,
da in Vorstudien zu spéteren Heilungszeitpunkten die Entstehung von neuem Gewebe auch iiber

die Kortexkanten hinaus beobachtet werden konnte und dies mit beriicksichtigt werden sollte.

ROI

T
|2$| Markraum

Kortex

—— —
. 1 mm 1 mm .
proximal distal

Abbildung 16: Schematische Darstellung der ROI fiir die Evaluation der Movat-Pentachromfirbungen

Die dunkelgrauen Balken stellen die Kortizes dar, dazwischen liegt das Knochenmark (hellgrau). Dargestellt sind proximales
und distales Femurfragment, die jeweils an den in der Mitte liegenden, 2 mm breiten Osteotomiespalt grenzen.

Bei den a-SMA Férbungen wurde in einem ersten Zahlschritt die Gefia3e in einer fest definierten
ROI gezihlt (ROI 1). Dabei wurde der Bereich so gewihlt, dass ausgehend von den an den Oste-
otomiespalt angrenzenden Kortexenden eine Strecke von je 0,5 mm jeweils Richtung proximal
bzw. distal gezogen wurde. Von dort ausgehend, wurde je eine senkrecht auf dieser Linie stehende,
0,5 mm lange Strecke gemessen und die Endpunkte verbunden, sodass ein Rechteck entstand, das
den Bereich definierte, in dem alle vollstindig eingeschlossenen Gefifle gezdhlt wurden
(Abbildung 17 A). Da dieser Bereich oftmals auch Muskelgewebe einschloss, das von vielen Ge-
faBen begleitet wurde, wurde in einem weiteren Zahlungsschritt die Region angepasst, um mog-
lichst nur im Rahmen der Heilung neu entstandene Gefédfle zu beriicksichtigen. Dabei wurden die

seitlichen Grenzen der ROI von 0,5 mm beibehalten, die Region jedoch nach oben hin gedftnet
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und mittels Bildbearbeitungsprogramm (s.u.) die Gewebetypen entfernt, die nicht zum Kallusge-
webe bzw. Knochenmark gehdrten, in denen anschlieend die Gefdlle gezdhlt wurden. Diese ROI

wurde als ROI 2 bezeichnet (Abbildung 17 B und C).

Markraum

A proximal 0,5 mm

ROI 2
0,5 mm

m

ILI Markraum

B proximal distal

0,5 mm

Vaskularisiertes
Muskelgewebe

Kortex

Knochenmark

Gewebslose
Leerflache

Abbildung 17: Erstellung der ROI 2

A: Schemazeichnung der fest definierten ROI 1: Die dunkelgrauen Balken stellen die Kortizes dar, dazwischen liegt das
Knochenmark (hellgrau). Dargestellt sind proximales und distales Femurfragmet, die jeweils an den in der Mitte liegenden,
2 mm breiten Osteotomiespalt grenzen. Der Rahmen zeigt den Bereich der fest definierten ROI. B: Schemazeichnung der
angepassten ROI 2: Der seitliche Abstand von 0,5 mm iiber die Kortexgrenzen hinaus wurde in der ROI 2 beibehalten. Nach
oben hin wurden die Grenzen der ROI gedffnet und individuell gezogen. C: Exemplarische Darstellung aus der histomor-
phometrischen Auswertung: In der angepassten ROI 2 wurden Muskelgewebe, gewebslose Flachen und Kortexgewebe
markiert und von der Gesamtfliche, auf die sich die anschlieBend erhobene GefaBBanzahl bezog, abgezogen.
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8.4 Deskriptive Auswertung der histologischen Priparate

Bei der Beschreibung der Movat-Pentachromférbungen wurde auf sichtbare Ossifikationspro-
zesse, Residuen des artifiziellen Himatoms und die Art, Lokalisation und Formation neugebilde-
ten Gewebes vor dem Hintergrund unterschiedlicher Heilungszeitpunkte eingegangen. Im deskrip-
tiven Teil der Auswertung der Gefdlfarbungen wurde versucht, eine allgemeine Aussage zu
Lokalisation und Beschaffenheit (Grof3e, Farbeintensitdt) auf der Basis verschiedener Heilungs-

zeitpunkte zu formulieren.

8.5 Quantitative Auswertung mittels Histomorphometrie

Die halbautomatische Quantifizierung von Gewebetypen und Markierung der ROI wurde an den
Movat-Pentachromfarbungen der 7 Tages Populationen der CD31" und PBMC Gruppe sowie an
allen o-SMA gefirbten Prdparaten mit dem Programm Image] (Image] 1.52 Kk,
(https://imagej.nih.gov/ij/index.html, National Institutes of Health, U.S.A.) durchgefiihrt. Zuvor
wurden die Schnitte in einer 2,5- und 10-fachen Vergroferung (Movat-Pentachromfarbungen) und
einer 5- und 10-fachen VergroBerung (a-SMA Férbungen) iiber eine an einem Lichtmikroskop
(Axioskop 40, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) installierten, hochauflosenden Kamera (Axi-
ocam MRc5, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit Hilfe der Software AxioVision
(Axi0VS40, 4.8.2.0. SP3, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland ) digitalisiert.

In den Movat-Pentachromfarbungen als Leerflache markiert und damit von der Flédche, auf die sich
die Ergebnisse anschlieend bezogen, ausgeschlossen, wurden: Gewebslose Leerfldchen, Muskel-
gewebe, Knochenmark, offensichtlich vom Kortex abgebrochene Fragmente und auch die Fliche
der in der ROI enthaltenen Kortizes selbst. In die Auswertung mit aufgenommen wurde die Flidche
des mineralisierten Gewebes, des nahe des Periost liegenden Gewebes und des Knorpelgewebes.
AuBerdem wurde die Flache der Residuen des artifiziellen Himatoms bestimmt. Die Fliche, die
nach Abzug der oben genannten, markierten Gewebetypen {ibrig war, wurde als Bindegewebe
klassifiziert. Bei der Analyse der ROI der a-SMA Schnitte wurden Muskelgewebe, gewebslose
Flache, Knochenmark und Kortizes markiert. Als Leerflache von der ROI abgezogen wurden Mus-
kelgewebe und gewebslose Flichen, die Kortizes wurden ebenfalls aus der Gesamtfldche heraus-
gerechnet. Das neben dem Knochenmark {ibrig bleibende Gewebe wurde insgesamt als ,,Kallus-
gewebe® definiert. Innerhalb von Knochenmark und Kallusgewebe wurden die Gefd3e manuell
gezdhlt und die Anzahl anschlieBend auf die Gesamtfliche beider Gewebe bezogen. Auf dieser

Basis wurde die Menge an Gefdlen pro Quadratmillimeter dieser Flache ausgerechnet.
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8.6 Statistik

Die mittels Histomorphometrie erhobenen Daten wurden statistisch ausgewertet. Mittels Micro-
soft® Excel (Version 16.16.3, Microsoft, Redmond, Washington, Vereinigte Staaten) wurden
dazu Mittelwerte und Standardabweichungen von Gewebeflichen in absoluten Zahlen und Pro-
zentanteilen ausgerechnet. Nach Annahme einer Normalverteilung wurde der ,,student's t test™ an-
gewendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 wurde festgelegt, somit ergab sich ein
Signifikanzniveau von p < 0,05. Die grafische Darstellung erfolgte ebenfalls mit Microsoft® Excel

und wurde in Diagrammen dargestellt, in denen Mittelwerte und Standardabweichungen ersicht-

lich sind.
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9 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der histologischen Féarbungen und deren histomorphometri-
sche Auswertung dargelegt. Dabei wurde die immunhistochemische a-SMA Gefalfarbung ge-
wihlt, um neu entstandene Gefdale im Rahmen der Knochenheilung darzustellen. Mittels Movat-
Pentachromfiarbung sollten Matrixumbauten hinsichtlich Chondrogenese, Mineralisierung, der
Entwicklung des applizierten artifiziellen Himatoms und des Anteils an Bindegewebe an der ROI
analysiert werden. Beide Farbungen wurden an der PBMC Gruppe und an der mit CD31" Zellen
behandelten Kohorte sowohl 3 als auch 7 Tage nach Osteotomie durchgefiihrt.

9.1 Ergebnisse der Etablierungsfirbungen zur Gefifldarstellung

Die herkommlichen Protokolle, die fiir die immunhistochemische Anfarbung von GefidBlen auf
Paraffinschnitten existierten, wurden fiir die Farbungen auf Kryoschnitten angepasst, um auch bei
der Wahl dieser Konservierungsmethode die Gefidle moglichst spezifisch darstellen zu konnen.
Im Verlaufe dieses Etablierungsprozesses wurden dazu an verschiedenen Stellen des Férbeproto-
kolls Modifikationen vorgenommen (Abbildung 15). Das etablierte Farbeverfahren ist im Ver-

gleich zu anderen Fiarbungen in Abbildung 18 dargestellt.

Das in Abbildung 18 A dargestellte Farbeergebnis zeigt ein insgesamt schwach kontrastiertes Pré-
parat, bei dem zwar der unspezifische Hintergrund nur dezent angeférbt wurde, gleichzeitig jedoch
auch die Gefdlle zum Teil nicht deutlich koloriert wurden, wie ein beispielhaft gekennzeichnetes
Gefdll am unteren Bildrand in der Abbildung zeigt. In Abbildung 18 B dagegen wirkt das gesamte
Priparat intensiv rot gefarbt und dadurch kontrastreich und dunkel. Zwar wurden nach diesem
Férbeprotokoll die Gefélle intensiver angeférbt als in Abbildung 18 A, konnten auf einem gleich-
zeitig stark gefarbten Hintergrund jedoch schwer abgegrenzt werden, insbesondere von Gruppen
quer angeschnittener Muskelfasern (unterer rechter Bildrand), da auch diese intensiv rot koloriert
wurden. In Abbildung 18 C fiihrte die alleinige Applikation von Levamisol ebenfalls zu keinem
effizienten Riickgang der unspezifischen Hintergrundfirbung. Mit dem etablierten Verfahren
(Abbildung 18 D) wurde eine Balance gefunden, bei der Gefdlle auf einem weniger stark ange-

farbten Hintergrund noch gut zu differenzieren waren.
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Abbildung 18: Etablierte o-SMA Gefififirbung (D) im Vergleich zu anderen Firbeprotokollen

a-SMA Firbungen an Probeschnitten nach verschiedenen Firbeprotokollen. Das linke Bild zeigt jeweils eine Ubersichtsauf-
nahme der ROI (A-D), die Abbildung rechts neben dem jeweiligen Bild (A1-D1) zeigt einen vergroBerten Ausschnitt aus
dem im Uberblick markierten Bereich. Jeweils links proximale, rechts distale Femurseite. Gefie wurden exemplarisch mit
Pfeilen markiert. A: Fixierung mit 4 %igem PFA, Inkubation mit 2 %igem Normalserum (Wirtsspezies Pferd), Antikor-
perverdiinnung 1:100 mit Antikorperdiluent. Zusétzliche Schritte im Farbeprotokoll: endogener Bitotin Block, Autoklavie-
rung im Dampfdruckkochtopf, Zugabe von Levamisol. B: keine initiale Fixierung, Inkubation mit 2 %igem Normalserum
(Wirtsspezies Pferd), Antikdrperverdiinnung 1:200 mit Antikorperdiluent, keine weiteren Zusétze; in der distal an den Oste-
otomiespalt angrenzende Femurseite ist der Markkanal noch nicht angeschnitten. C: Keine initiale Fixierung, Inkubation mit
2 %igem Normalserum (Wirtsspezies Pferd), Antikdrperverdiinnung 1:200 mit Antikérperdiluent, Zugabe von Levamisol.
D: Fixierung mit 4 %igem PFA, Inkubation mit 5 %igem Normalserum (Wirtsspezies Pferd), Antikérperverdiinnung 1:100
mit Antikorperdiluent. Zusétzliche Schritte im Féarbeprotokoll: endogener Biotin Block.
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9.2 Histologische Analysen der a-SMA Firbungen

9.2.1 Definition der ROI bei der a-SMA Fiirbung

Die Auswertung der GefdBsituation erfolgte in einem ersten Schritt mit einer fest definierten ROI
(,,ROI 1), innerhalb derer alle dort sichtbaren Gefa3e gezahlt wurden. Primér 7, aber auch 3 Tage
nach Osteotomie, war festzustellen, dass in beiden Gruppen die Gefdf3anzahl in einigen Préparaten
stark mit der durch Muskelgewebe bedeckten Fliche im definierten Bereich korrelierte (Abbildung
19). Die ROI wurde daher in einem zweiten Schritt angepasst und eine individualisierte ,,ROI 2
erstellt, in der Muskelgewebe, Leerfliche und Kortexgewebe von der analysierten Flache ausge-
schlossen wurden. Auf diesem Wege sollte verhindert werden, dass in die ROI hervorgetretenes,
vaskularisiertes Muskelgewebe die GefiaBBzdhlung verfilscht. Die Ergebnisse beider Zéhlvarianten

sind in Tabelle 2 und den Graphen in Abbildung 20 dargestellt.

P e U i :
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Abbildung 19: Gefifie im angrenzenden Muskelgewebe beeinflussen die Gefif3zihlung

Exemplarische Darstellung aus der PBMC Gruppe. Gefdfle im Muskelgewebe sind exemplarisch mit Pfeilen markiert. Das
linke Bild zeigt jeweils eine Ubersichtsaufnahme (A und B), die Abbildung rechts neben dem jeweiligen Bild zeigt einen
vergroBerten Ausschnitt aus dem im Uberblick markierten Bereich (A1 und B1). A und Al: Tag 3: Dargestellt ist nur die
linke Femurseite, benachbart liegt rechts von ihr der Osteotomiespalt. In unmittelbarer Ndhe zum Kortex und zum Osteoto-
miespalt befindet sich Muskelgewebe (horizontal angeschnittene Muskelfasern) mit einer Vielzahl an kleinen Gefdfen, die
in die Auswertung bei Wahl der ROI 1 mit eingingen. B und B1: Tag 7: stark vaskularisiertes Muskelgewebe im Osteoto-
miespalt.
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9.2.2 [Ergebnisse der Gefial3ziihlungen

An Tag 3 (Tabelle 2a, Abbildung 20 A) war bei der Wahl der definierten ROI 1 in der PBMC
Gruppe im Mittel eine Anzahl von 5,50 (= 4,04) Gefdllen pro ROI 1 zu erheben, wéhrend die Zahl
an GefdBen in der CD31 Gruppe im Mittel 4,43 (£ 2,7) je ROI 1 betrug. An Tag 7 (Tabelle 2b,
Abbildung 20 A) lag die GefdBanzahl in beiden Gruppen hoher als an Tag 3, wobei im Mittel
ebenfalls eine geringe Abweichung zwischen den beiden Versuchsgruppen zu konstatieren war.
So kamen auf eine ROI im Mittel 11,40 (£ 6,02) Gefal3e in der PBMC Gruppe und 12,25 (= 10,14)
GeféBe pro ROI in der CD31 Gruppe.

Bei der Auswertung auf der Basis der individualisierten ROI 2 zeigte sich an Tag 3 mit im Mittel
je 4 GefédBen pro Priaparat keine Abweichung in der absoluten Anzahl der Gefidlle zwischen den
beiden Versuchsgruppen (Abbildung 20 C). Die Standardabweichung in der PBMC Gruppe lag
hierbei bei + 3,08, in der CD31 Gruppe bei £ 2,52. Bezogen auf die Flache eines Quadratmillime-
ters ergab sich in der CD31 Gruppe ein Wert von 0,55 (+ 0,44) GefdBen pro mm?, bei der PBMC
Gruppe ein Wert von 0,47 (+ 0,34) GefdBe pro mm? (Abbildung 20 B). An Tag 7 lie sich ein
Mittelwert von 3 & 0,82 Gefédllen pro Préparat in der CD31 Gruppe erheben, in der PBMC Gruppe
lag er bei 4 + 4,09 GefaBen pro Versuchstier und blieb damit bei Verwendung der individualisier-
ten ROI 2 weitestgehend konstant zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten. Fiir die CD31
Gruppe ergab sich aus den erhobenen Werten fiir Tag 7 eine Anzahl von 0,26 (+ 0,05) Gefial3en
mm?, in der PBMC Gruppe waren es 0,43 (+ 0,38) pro mm?.
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Tabelle 2: Ubersichtstabelle GefiBzihlung

Darstellung aller Werte der Gefa3zdhlung 3 Tage (a) und 7 Tage (b) nach Osteotomie in den jeweiligen Versuchsgruppen.
ROI 1 = definierte ROI, ROI 2 = individualisierte ROI nach Abzug von Muskelgewebe, Leerfliche und Kortexgewebe. Auf
die verbleibende Fliche aus Kallusgewebe und Knochenmark wurden die GefiBe pro mm? bezogen. MW= Mittelwert,
STABW= Standardabweichung

a) Tag 3 nach Osteotomie
PBMC CD31
Priparat (;e(f)iilﬁir J (;e(f)iilﬁze/ Grilfige/ Priparat (I}{e(f)iilﬁle J (;e(f)iilﬁze/ Grilfige/
(ROI 2) (ROI 2)
721 2 2 0,23 931 2 2 0,34
722 9 9 0,92 933 4 4 0,57
723 0 0 0,00 934 5 4 0,54
724 4 4 0,54 935 0 0 0,00
725 9 2 0,36 936 6 5 0,39
726 9 4 0,78 937 8 8 1,44
938 6 5 0,55
Summe 33 21 Summe 31 28
MW 5,5 4 0,47 MW 4,43 4 0,55
STABW 4,04 U 0,34 STABW 20 2,52 0,44
b) Tag 7 nach Osteotomie
PBMC CD31
Priparat (;e(f)iilﬁle J (;e(f)iilﬁze/ Glilfliige/ Priparat (;e(f)iilﬁle J (;e(f)iilﬁze/ Glilfliige/
(ROI 2) (ROI 2)
731 15 2 0,25 921 10 3 0,29
732 5 1 0,14 923 27 4 0,31
733 9 3 0,37 924 8 2 0,20
734 20 2 0,29 925 3 0,24
735 8 11 1,09
SUMME 57 19 SUMME 49 12
MW 11,40 4 0,43 MW 12,25 3 0,26
STABW 6,02 4,09 0,38 STABW 10,14 0,82 0,05
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Abbildung 20: Gefifizihlung 3 und 7 Tage nach Osteotomie und Vergleich beider Zihlvarianten

ROI 1 = definierte ROI; ROI 2 = individualisierte ROI nach Abzug von Muskelgewebe, Leerfliche und Kortexgewebe. Auf
die verbleibende Fliche aus Kallusgewebe und Knochenmark wurden die GeféBe pro mm? bezogen. Werte siche Tabelle 2
A: Darstellung der GefdBzdhlung mit definierter ,,ROI 1 (absolute GefaBanzahl) an Tag 3 und 7 nach Osteotomie.
B: Darstellung der GefiBe pro mm? in der individualisierten ,,ROI 2* 3 und 7 Tage nach Osteotomie. C: Vergleich der
GefdfBanzahl (absolute Gefdlanzahl) abhiangig von der Wahl der ROI. Vor allem an Tag 7 zeigten sich deutliche Differenzen
in der Anzahl der GefdBe abhéngig von der Wahl der ROI. Alle Werte sind dargestellt als Mittelwerte + positive STABW,
nach Annahme einer Normalverteilung wurde der students t-test durchgefiihrt (fiir die Werte der Graphen A und B ungepaart,
fiir C gepaart). * signifikant, es wurde ein Signifikanzwert von p < 0,05 zugrunde gelegt. Tag 3: PBMCn=6,CD31 n=7,
Tag 7: PBMCn=35,CD31n=4
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9.2.3 Deskriptive Auswertung der a-SMA Féarbungen

In beiden Versuchspopulationen lieen sich 3 Tage nach Osteotomie meist nahe beieinander lie-
gende, teils in kleinen Gruppen angeordnete Gefdfle im Knochenmark nahe des Osteotomiespaltes
beziehungsweise im Ubergang zwischen Knochenmark und Himatom nachweisen (Abbildung 21
A und B). In der PBMC Kohorte konnten die Gefélle bei 3 von 6 Praparaten der proximalen Seite
des Osteotomiespaltes zugeordnet werden, in der CD31 Kohorte in 2 von 7 Féllen. In den anderen
Priparaten waren die Gefdf3e nicht eindeutig einer Region zuzuordnen. Die Intensitit der Farbung
reichte von schwach rosa bis zu tiefer rot gefarbten GefdaBen. So erschienen beispielsweise kleinere
Gefdlle sowohl schwach rosa, als auch dunkel rot (Abbildung 21 A und B). Auch 7 Tage nach
Osteotomie waren die Gefa3e in beiden Versuchsgruppen eher im Bereich des an den Osteotomie-
spalt angrenzenden Knochenmarks zu finden (Abbildung 21 C und D). Zu diesem Zeitpunkt zeig-
ten sich sowohl in der PBMC, als auch in der CD31 Gruppe die Gefdle in 3 von 5 Féllen auf der
Seite des proximal liegenden Knochenmarks. In einem Priparat der CD31 wurde der bereits ein-
setzende Mineralisierungsprozess des Knorpelgewebes von einem dickwandigen Gefdl3 begleitet
(Abbildung 21 D). In beiden Versuchsgruppen befand sich stark angefarbter Hintergrund vor al-
lem dort, wo kein Residuum des artifiziellen Himatoms mehr vorlag (Abbildung 21 C; vergleiche
hierzu auch Movat-Pentachromfarbungen). Auch zu diesem Zeitpunkt war die Farbeintensitét zwi-
schen und innerhalb der Versuchsgruppen inhomogen und eine verallgemeinernde Aussage liel3

sich nicht ableiten.
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Abbildung 21: Exemplarische a-SMA Gefififirbungen 3 (A und B) und 7 Tage (C und D) nach Osteotomie

Das linke Bild zeigt jeweils eine Ubersichtsaufnahme der ROI, die Abbildung rechts neben dem jeweiligen Bild zeigt einen
vergréBerten Ausschnitt aus dem im Uberblick markierten Bereich; Jeweils links proximale, rechts distale Femurseite. Ge-
fale wurden exemplarisch mit Pfeilen markiert. A: PBMC Gruppe, 3 Tage nach Osteotomie: Nachweis von rétlich ange-
farbten GefdBlen auf der proximalen Seite des Osteotomiespalts. B: CD31 Gruppe, 3 Tage nach Osteotomie: Nahe beiei-
nander liegende Gefdfie auf der proximalen Seite des Osteotomiespalts. C: PBMC Gruppe, 7 Tage nach Osteotomie:
proximal (links) der intensiven Hintergrundfiarbung in der Mitte des Bildes, stellen sich rétlich Gefdle am Rande des Kno-
chenmarks dar. D: CD31 Gruppe, 7 Tage nach Osteotomie: ein dickwandiges, arterielles Gefal stellt sich benachbart zu
einer mineralisierten Knorpelinsel dar
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9.3 Histologische Analysen der Movat-Pentachromfirbungen

9.3.1 Deskriptive Auswertung der Movat-Pentachromfiarbungen

3 Tage nach Osteotomie erschienen die Markrdume in der CD31 Gruppe offen in Verbindung mit
dem in dieser Gruppe noch grof3flachig erhaltenen, artifiziellen Hdmatom im Osteotomiespalt,
wodurch die proximalen und distalen Femurfragmente iiber diese durchgehende Flache hinweg
,verkniipft“ wirkten (Abbildung 22 B). Es lieBen sich zu diesem Zeitpunkt keine eigenstéindig
abgrenzbaren Gebiete von Granulations- oder Bindegewebe in der ROI nachweisen, lediglich in-
nerhalb der Maschen des Himatoms schimmerten kleine, blau-griaulich gefarbte Areale durch. In
der PBMC Population glitt das Knochenmark 3 Tage nach Osteotomie von den offenen Femuren-
den aus in den Osteotomiespalt hinein, wobei dieses Gewebe kuppelartig abgerundet war
(Abbildung 22 A). Die Kuppeln schienen von einem schmalen, bindegewebigen Saum (blau-gréu-
liche Areale) tliberzogen. Das artifizielle Himatom war bereits weitestgehend resorbiert, zusam-
men mit bindegewebigen Fragmenten, befanden sich nur noch kleine Residuen des artifiziellen

Hamatoms im Osteotomiespalt.

7 Tage nach Osteotomie zeigten sich bei einigen Tieren der PBMC Gruppe Areale beginnender
Chondrogenese, teilweise mit bereits mineralisierten Anteilen (Abbildung 22 C). Der hyaline
Knorpel (in der Movat-Pentachromfarbung griin bis hellgriin) durchzog bei den Préparaten dieser
Versuchsgruppe senkrecht den Osteotomie-nahen Raum zwischen den beiden proximalen Korti-
zes und schloss damit das proximale Femurfragment unilateral ab. Anteile mineralisierten Ge-
webes zeigten sich als gelbliches, trabekelartiges Gewebe innerhalb des Knorpelgewebes, an der
Grenze zum Osteotomiespalt (Abbildung 22 C). Auch bei den Versuchstieren der CD31 Gruppe
konnte 7 Tage nach Osteotomie bereits griin gefarbtes Knorpelgewebe nachgewiesen werden. Die-
ses ragte im Gegensatz zur Knorpelkonfiguartion in der PBMC Gruppe konusférmig in den Oste-
otomiespalt hinein (Abbildung 22 D). In der CD31 Kohorte befanden sich Bereiche beginnender
Chondrogenese immer auf der proximalen Seite des Osteotomiespalts und bereits mineralisiertes
Gewebe lag auch in dieser Versuchsgruppe groBtenteils innerhalb des Knorpelgewebes. Im Be-
reich nahe des Periosts, an der Grenze zum Osteotomiespalt, wiesen beide Versuchsgruppen 7
Tage nach Osteotomie griin-gelblich gefirbte Gewebeinseln auf, die 3 Tage nach Osteotomie nicht
nachweisbar waren (Abbildung 22 C und D). Diese Gewebeinseln erschienen trabekelartig, bilde-
ten ausgehend vom jeweiligen Kortexrand fingerformige Ausldufer und iiberschritten teilweise die

Kortexkanten hin zum Osteotomiespalt. Dieses Phinomen war zu diesem Untersuchungszeitpunkt
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bei allen begutachteten Priparaten der jeweiligen Gruppe nachweisbar. Den auffélligsten Unter-
schied zwischen der PBMC und der CD31 Gruppe stellte auch 7 Tage nach Osteotomie der Anteil
der Flache des artifiziellen Himatoms an der ROI dar: In der PBMC Kohorte waren noch kleine,
rotlich bis hellbraun angefarbte Fragmente des Hdmatoms im Osteotomiespalt nachweisbar
(Abbildung 22 C). Dagegen war in der gesamten CD31 Gruppe das artifiziell eingebrachte Hama-
tom immernoch grofflichig im Osteotomiespalt erhalten (Abbildung 22 D) und nahm noch einen
groflen Anteil der analysierten ROI ein. Die mit der Movat-Pentachromfarbung blau-grau ange-
farbten bindegewebigen Anteile an der ROI schienen 7 Tage nach Osteotomie in den PBMC

Préparaten groBflachiger zwischen den anderen Gewebetypen vorhanden, als in der CD31 Gruppe.

62 Ergebnisse ® Histologische Analysen der Movat-Pentachromfarbungen



Abbildung 22: Exemplarische Movat-Pentachromfirbungen 3 (A und B) und 7 Tage (C und D) nach Osteotomie

Movat-Pentachromfarbung in 10-fach VergroBerung; Jeweils links proximale, rechts distale Femurseite. A: PBMC Gruppe,
3 Tage nach Osteotomie: Das Knochenmark (rot-violett) gleitet beidseitig aus beiden Knochenschéften heraus; geringfligige
Residuen des artifiziellen Himatoms (rot-braun) sind im Osteotomiespalt sichtbar. B: CD31 Gruppe, 3 Tage nach Osteo-
tomie: Himatom Residuen sind noch grofflichig erhalten. C: PBMC Gruppe, 7 Tage nach Osteotomie: Unilaterale Ver-
knorpelung des proximalen Femurschafts, mineralisierte Anteile innerhalb der Knorpelinseln sind gelblich angeféarbt; Mittig
zwischen den oberen Kortexenden zeigt sich ein Rest des artifiziellen Himatoms, nahe des Periosts zeigen sich am oberen
distalen Kortex griin-gelbe Gewebeinseln. D: CD31 Gruppe, 7 Tage nach Osteotomie: Gerichteter Verknorpelungs- und
Mineralisierungsprozess zum distalen Frakturende hin bei noch groflichig erhaltenem, rot-braun erscheinendem, artifiziel-
len Hamatom und teilweise mineralisiertem Knorpelgewebe (gelb); am rechten oberen, distalen Kortexrand zeigen sich griin-
gelbliche Inseln
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9.3.2 Histomorphometrische Auswertung der Movat-Pentachromfirbungen
Um die beschriebenen Matrixverdnderungen auch quantitativ auszuwerten, wurden 7 Tage nach
Osteotomie histomorphometrische Analysen der beschriebenen Gewebetypen durchgefiihrt (Aus-

wertung in Abbildung 23).

Bereiche beginnender Chondrogenese nahmen in der Gruppe der mit CD31* Zellen behandelten
Tiere im Mittel einen geringfligig kleineren Anteil an der Gesamtflache der ROI ein (1,79 + 2,11
%), als in der PBMC Kontrollgruppe (1,92 £ 2,51 %; Abbildung 23 B). Sieben Tage nach Osteo-
tomie wiesen Préparate beider Versuchspopulationen auflerdem bereits mineralisierte Areale in-
nerhalb der Knorpelinseln auf, die sich zu den friiheren Zeitpunkten nicht darstellten. Die histo-
morphometrischen Analysen ergaben hierbei einen geringfiigig hoheren Anteil von
mineralisertem Gewebe an der ROI in der CD31 Kohorte (1,70 + 0,65 %) im Vergleich zur PBMC
Gruppe (1,16 £ 0,56 %; Abbildung 23 A). Die Gewebeinseln benachbart zum Periost nahmen
in beiden Populationen jeweils nahezu den gleichen Anteil an der Gesamtfliche der ROI ein
(Abbildung 23 C): In der PBMC Gruppe lag der Anteil dieser Bereiche im Mittel bei 1,82 + 0,86
%, in der CD31 Gruppe machten diese Areale einen Anteil von 1,83 + 1,29 % an der Gesamtfldche
der ROI aus. Die Histomorphometrie bestétigte auerdem die deskriptive Beobachtung, dass der
Anteil des artifiziellen Himatoms an der ROI sich zwischen den beiden Versuchsgruppen 7 Tage
nach Beginn der Heilung deutlich unterscheidet: Die Flache des artifiziellen Himatoms, das in der
CD31 Gruppe einen mittleren Anteil von 13,72 +£2,61% an der Gesamtfldche der ROI einnahm,
war signifikant groBer als in der PBMC Kontrollgruppe, in der der Fldchenanteil des Himatoms
an der ROI bei 3,66 + 2,22% lag (Abbildung 23 E). Der Anteil des als Bindegewebe evaluierten
Gewebes in der CD31 Gruppe lag 7 Tage nach Osteotomie im Durchschnitt signifikant unter dem
der PBMC Gruppe (CD31: 80,96 + 3,27%; PBMC: 91,44 + 2,80%; Abbildung 23 D)
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Abbildung 23: Histomorphometrische Auswertung der Movat-Pentachromfirbung 7 Tage nach Osteotomie

Die histomorphometrische Quantifizierung des Anteils von mineralisiertem Gewebe (A), entstehendem Knorpelgewebe (B)
und periostnahen Gewebeinseln (C) an der ROI ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Versuchsgrup-
pen. Der Prozentanteil von als Bindegewebe klassifiziertem Gewebe (D) und artifiziellem Hdmatom (E) an der ROI unter-
schied sich hingegen zwischen den beiden Versuchsgruppen signifikant voneinander. Darstellung: * signifikant im Ver-
gleich zur PBMC Gruppe, es wurde ein Signifikanzwert von p < 0,05 zugrunde gelegt. Alle Werte sind dargestellt als
Mittelwerte + positive Standardabweichung, die statistische Analyse erfolgte iiber den Student's t-test nach Annahme einer
Normalverteilung und Varianzanalyse nach Bonferroni-Korrektur. PBMCn=5,CD31 n=4
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9.4 Kinetik innerhalb der Versuchsgruppen: Vergleich Tag 3 zu Tag 7

9.4.1 PBMC Gruppe

Die Gesamtanzahl an Gefédllen beziehungsweise die Menge von Geféflen pro Quadratmillimeter
blieb zwischen Tag 3 und Tag 7 innerhalb der PBMC Population nahezu konstant, werden die
Ergebnisse der individualisierten ROI 2 betrachtet. Gefdf3e, die als neu entstanden gewertet wur-
den, fanden sich vor allem an der Grenze zwischen Osteotomiespalt und angrenzendem Knochen-
mark. Hinsichtlich der Férbeintensitét zeigte sich ein Mischbild mit sowohl kleinen als auch gro-
Ben Gefdllen die zu beiden Zeitpunkten unterschiedlich stark rosa angefdrbt wurden. Ausgehend
vom Periost bildeten sich nahe der an den Ostoeotomiespalt grenzenden Kortexenden zwischen
Tag 3 und Tag 7 Inseln griin-gelblich gefdrbten Gewebes. 7 Tage nach Osteotomie lieB sich im
Vergleich zum frithen Zeitpunkt auBerdem Knorpelgewebe nachweisen, das in Praparaten der
PBMC Gruppe den proximal zum Osteotomiespalt liegenden Femurschaft nahezu vollstindig
senkrecht durchbaute und zur Osteotomieregion hin verschloss. Vereinzelt zeigten sich an Tag 7
bereits mineralisierte Areale im vorhandenen Knorpelnetzwerk. Das bereits zum fritheren Zeit-
punkt nur noch wenig Fliche einnehmende Frakturhdmatom war 7 Tage nach Osteotomie fast

vollstidndig resorbiert. Residuen zeigten sich als kleine, rotliche Fragmente.

9.4.2 CD31 Gruppe

In der CD31 Gruppe zeigte sich zwischen Tag 3 und Tag 7 keine wesentliche Anderung der Ge-
fdBanzahl pro Quadratmillimeter in der ROI 2. Kleine und grof3e Gefdf3e waren ohne einheitliches
Intensitdtsmuster zu beiden Zeitpunkten unterschiedlich stark angeférbt und lieen sich vor allem
an der Grenze zwischen Knochenmark und Osteotomiespalt lokalisieren. Zwischen Tag 3 und Tag
7 entstanden auch in der CD31 Kohorte nahe des Periosts Bereiche von gelb-griinlichen Matrix-
umbauten, die zum fritheren Zeitpunkt noch nicht nachweisbar waren. Knorpelgewebe entwickelte
sich von Tag 3 zu Tag 7 bei einigen Préparaten am Rande der proximal vom Osteotomiespalt
liegenden Kortexenden und richtete sich konusformig zum gegentiberliegenden, distalen Osteoto-
mieende hin aus. Innerhalb der Knorpelareale waren teilweise mineralisierte Inseln sichtbar. Das
artifizielle Himatom wurde im Vergleich zu Tag 3 zum Teil resorbiert, nahm aber — vor allem im
Vergleich zur PBMC Population — bei allen Versuchstieren der CD31 Gruppe 7 Tage nach Oste-

otomie immer noch einen groflen Anteil an der Flache der ROI ein.
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10 Diskussion

10.1 Konzeption des Versuchs

Vorstudien unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass der insgesamt positive Effekt auf die verzogerte
Knochenheilung im vorliegenden Tiermodell auf synergistische Effekte zwischen den Subpopu-
lationen der transplantierten CD3 1" PBMCs zuriickzufiihren ist (22). Somit erscheint die Gesamt-
zusammensetzung der CD31 Population entscheidend. Die Depletion oder Anreicherung einer Un-
tergruppe der CD31" Zellen (der CD31°CD14" Makrophagen/Monozyten) ergab im Experiment
insgesamt einen weniger positiven Effekt auf die Knochenheilung, als die Applikation der Ge-
samtheit der CD31* Zellen. Aus diesem Grund war es sinnvoll, die Anreicherung dieser Population
im Vergleich zur PBMC Kohorte genauer zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit sollten
frithere Heilungszeitpunkte im Tiermodell untersucht werden mit dem Ziel, mechanistische Ein-
sichten in die CD31" zellabhéngige Verbesserung der Heilung zu gewinnen. Es wird dariiber hin-
aus angenommen, dass Angiogenese und eine regelhaft ablaufende Immunreaktion entscheidende
Parameter fiir eine gelingende Frakturheilung sind (7, 18). Die CD31" Zellen sind bekannt fiir ihre
pro-angiogenen (176-181) und anti-inflammatorischen (100, 182) Eigenschaften. Auf dieser Basis
wurden die histologischen Ergebnisse besonders in Hinblick auf diese beiden Teilaspekte analy-
siert und interpretiert. Zudem sollten bereits vorliegende Genexpressions- und Proteinanalysen
angiogener und inflammatorischer Faktoren aus dem gleichen Tiermodell (22, 100) mit den hier

gemachten histologischen Untersuchungen verglichen werden.

Die vorliegenden Untersuchungen dienen dazu, die anatomischen und funktionellen Verdanderun-
gen nach Applikation der CD31" Zellen ndher zu charakterisieren und so einen CD317" zellabhén-
gigen Heilungsmechanismus genauer zu charakterisieren. Dies kann dazu beitragen, eine spezifi-
sche Indikationsstellung fiir eine zukiinftige klinische Anwendung herzuleiten. Der Zeitpunkt, zu
dem eine Applikation erfolgen sollte, spielt eine entscheidende Rolle, da insbesondere Disbalan-
cen in der frithen Heilungsphase nachweislich die Knochenregeneration verzogern oder gar ver-
hindern kénnen (20, 42). Zu fritheren Zeitpunkten wurde bisher nicht analysiert ab wann ein mog-
licherweise positiver Effekt der CD31" Zellen einsetzt und sich histologisch die ersten

Unterschiede im Heilungsverlauf zwischen Kontroll- und Versuchsgruppe ereignen.
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10.2 Einfluss der CD31" Zellapplikation auf die Angiogenese zu friihen Zeitpunkten
In der Literatur werden zwei Revaskularisationswellen wéahrend der Frakturheilung postuliert:
Eine erste pro-angiogene Welle wird zu einem frithen Zeitpunkt nach Frakturgeschehen, mit dem
Ende der pro-inflammatorischen Phase, durch Hypoxie induziert (18-20, 42): Signalmolekiile (vor
allem VEGF {liber den HIF-1a-Signalweg) rekrutieren Endothelzellen zum Frakturspalt und fiithren
damit eine erste Reaktion auf die Hypoxie herbei (22, 42, 52). Auch Immunzellen sekretieren in
dieser Phase VEGF (19). Die zweite pro-angiogene Signalwelle ereignet sich spéter im Verlauf
der Heilung, wenn im Rahmen der Bildung von Geflechtknochen Kallusgewebe mineralisiert wird
und tiber GefdBe die optimale Blutversorgung der betreffenden Regionen sichergestellt werden

muss. Im Schaf findet dieser Prozess beispielsweise nach ungefihr 21 Tagen statt (42).

Im physiologischen Heilungsprozess bei Nagern ist eine erste Revaskularisationswelle um den 3.
bis 5. Tag zu erwarten, da die initiale inflammatorische Phase in diesem Zeitraum abklingt und
damit eine frithe pro-angiogene Welle moglich wird (18, 20). Der Hohepunkt der intramembrand-
sen Ossifikation liegt bei Ratten zwischen Tag 7 und 17, die enchondrale Ossifikation findet bei
Ratten zwischen 7 bis 21 Tage nach dem Frakturereignis statt (15, 183). Eine zweite Revaskulari-
sationswelle im Rahmen der Bildung von Geflechtknochen ereignet sich also um 7 bis 21 Tage

nach Frakturereignis.

In dieser Arbeit waren 3 Tage nach Osteotomie in der CD31 Kohorte 0,55 (+ 0,44) Gefédlle pro
mm? nachzuweisen, in der PBMC Gruppe 0,47 (+ 0,34). Die absolute GefdBanzahl im Mittel war
in den Gruppen identisch (4). 7 Tage nach Osteotomie lie sich ein Mittelwert von 3 Gefédflen pro
Préparat in der CD31 Gruppe erheben, in der PBMC Gruppe lag er bei 4 Gefdllen pro Versuchstier
und blieb damit weitestgehend konstant im Vergleich zu den Ergebnissen 3 Tage nach Osteotomie.
Fiir die CD31 Gruppe ergab sich aus den erhobenen Werten eine Anzahl von 0,26 ( 0,05) Gefédllen
pro mm?, in der PBMC Gruppe 0,43 (+ 0,38). Aus der deskriptiven Analyse lieB sich hinsichtlich

der Beschaffenheit und Lokalisation der Gefédf3e kein signifikanter Unterschied ableiten.

Ein positiver Effekt der CD31* Zellapplikation auf die Angiogenese im Rahmen der ersten Revas-
kularisationswelle lésst sich mit der erhobenen GefaBanzahl der jeweiligen Gruppen somit nicht
bestdtigen. Diese Annahme entstand auf der Grundlage von Ergebnissen der Vorarbeit, auf der
diese Arbeit aufbaut (22): Im gleichen Tiermodell war die GefédBanzahl in der CD31 Gruppe 42
Tage nach Osteotomie nicht signifikant gréBer als in der PBMC Gruppe. Die Expression einiger
pro-angiogener Gene (FGF-2 und vWF) im Hamatom 3 Tage nach Osteotomie zeigte jedoch einen

positiven Trend in der CD31 Gruppe (22). In Zusammenschau von Histologie zum spiten und
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Genexpressionsanalyse zum frithen Zeitpunkt, sollte daher der Einfluss der CD31* Zellapplikation
auf die GefaBinduktion zu fritheren Zeitpunkten untersucht werden. Auf Grundlage der hier vor-
liegenden histologischen Analysen ldsst sich keine vermehrte Vaskularisierung als Konsequenz
des beobachteten Anstiegs der genannten pro-angiogenen Faktoren an Tag 3 beobachten. Auch an
Tag 7 ergaben sich histologisch keine signifikanten Unterschiede in der CD31 Population, die
GefdBanzahl pro mm? lag geringfiigig unter der der PBMC Gruppe. Es muss beachtet werden, dass
in der genannten Vorarbeit bisher die Genexpression mittels qPCR (quantitative Polymerase-Ket-
tenreaktion) fiir die besagten Faktoren analysiert wurde. Diese gibt jedoch keinen Aufschluss {iber
eventuelle Verdnderungen auf der Proteinebene. In einem weiteren Experiment konnte daher mit-
tels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) untersucht werden, ob in Folge der Behand-
lung mit CD31" Zellen im Vergleich zur Kontrolle Verdnderungen der Faktoren auf Proteinebene
zu beobachten sind (184-187) und mit der hier durchgefiihrten histologischen Untersuchung iiber-

einstimmen.

Dariiber hinaus sind bei der Knochenheilung neben den erwéhnten noch eine Vielzahl anderer
angiogener Faktoren beteiligt, die ebenfalls Einfluss auf die Angiogenese haben (HMOX-1, An-
giopoetin 1, PDGF-B, HIF-1a, VEGF (18, 42)). VEGF, das iiber den HIF-1a Signalweg gebildet
wird (44), rekrutiert EPCs und stimuliert Endothelzellen zur Proliferation und Differenzierung
(44-46). Es ist aufgrund dieser Eigenschaften essentieller Signalgeber fiir die Angiogenese auch
wihrend der frithen Phasen der physiologischen Knochenheilung (22, 42, 52). Zieht man in diesem
Zusammenhang Ergebnisse weitere Genexpressionsanalysen heran, die in der Vorarbeit fiir die
Faktoren PDGF-B und HIF-1a 3 Tage nach Osteotomie im Hdmatom gemacht wurden, deutete
sich bei diesen kein eindeutig positiver Trend in der CD31 Gruppe an (22). Sieben Tage nach
Osteotomie nahm die Expression aller gemessenen Faktoren (FGF-2, vWF, HIF-1a, PDGF-B) ab
und die Werte der CD31 Population glichen sich den Werten in der PBMC Gruppe weitestgehend
an (22). Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen deuten in Zusammenschau mit den histolo-
gischen Untersuchungen in dieser Arbeit an, dass VEGF (mit PDGF-B) moglicherweise von gro-
Berer Bedeutung fiir die Geféllsynthese zu fritheren Zeitpunkten ist, als die Faktoren, die einen

positiven Trend in der CD31 Gruppe zu frithen Zeitpunkten zeigten.

Zusammenfassend ist eine mogliche Kompensation der reduzierten pro-angiogenen Ausgangslage
im Tiermodell fiir verzogerte Knochenheilung (22, 188) durch die CD31* Zellapplikation zu friihe-
ren Zeitpunkten nicht mit der erhobenen GefdBanzahl im Vergleich zur PBMC Gruppe zu belegen.
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Durch eine hohere Anzahl an Versuchstieren miisste die Reprasentativitit der histologischen Er-
gebnisse dieser Arbeit iiberpriift werden. Denn in der Literatur gilt eine pro-angiogene Wirkung
der CD31" Zellen als erwiesen (176-181). So wurde die Bedeutung der CD31" Zellen fiir die Ent-
stehung neuer Gefdle bereits deutlich, als unter experimentellen Bedingungen die Inhibition des
CD31 Molekiils dazu fiihrte, dass die Angiogenese ausblieb (177). Dariiber hinaus verifizierte die
Forschungsgruppe um Kim et al. in vitro die Existenz von EPCs unter peripher gewonnenen
CD31" Zellen und konnte die Differenzierung zu Schlauch-bildenden Endothelzellen beobachten
(178, 180). In Genanalysen wurde auerdem festgestellt, dass die pro-angiogenen Faktoren Angi-
opoetin 1, VEGF-A, FGF-2 und eNOS, in der CD31" im Vergleich zu einer CD31- Population
hoher exprimiert wurden (178, 180). Ferner wiesen Kim et al. in einem in vivo Versuch nach, dass
bei Méusen, in denen durch Resektion der rechten A. femoralis eine Ischidmie der rechten Hinter-
gliedmaBe induziert wurde, nach Transplantation von peripher gewonnenen CD31" Zellen in die-
ser Region eine erhohte Blutperfusion und Kapillardichte im Vergleich zur Kontrollpopulation

bestand. Die CD31" Zellen verstiarkten daher wahrscheinlich die Neovaskularisation (178).

Mit einer hoheren Anzahl an Versuchstieren konnte dariiber hinaus genauer evaluiert werden, in-
wiefern die Applikation der jeweiligen Zellen tatsidchlich mit der Anzahl neuer Gefdf3e korreliert.
Die hohen Standardabweichungen fiir die ermittelte mittlere Anzahl von Geféfen in den Versuchs-
gruppen an Tag 3 (Abbildung 20) zeigt, dass die Applikation einer bestimmten Zellpopulation in
der vorliegenden Arbeit womdglich nicht direkt mit der GefdBBanzahl zu diesem Zeitpunkt korre-
liert. 7 Tage nach Osteotomie war die Standardabweichung um den Mittelwert der Gefdf3anzahl
pro Priparat in der CD31 Gruppe bei 0,05 und damit wesentlich geringer, als in der PBMC Gruppe
(+0,38). Die schwankenden Werte in der PBMC Gruppe konnten Ausdruck einer zuféllig hdheren
Gefédflanzahl in manchen Préparaten sein. Bei diesen konnten sich beispielsweise durch einen stér-
keren hypoxischen Stimulus in einigen Tieren gleich viele oder mehr Gefdfle als in der CD31
Gruppe gebildet haben, ohne, dass dies mit der Behandlung mit den PBMCs zusammenhéngt.
Neben einer erhohten Anzahl an Versuchstieren wire eine noch spezifischere Gefaf3farbung wiin-

schenswert, um Zahlfehler bei der Auswertung auszuschlielen (siehe 10.7.3.1).

10.2.1 Immunmodulatorische Effekte der CD31* Zellen und Angiogenese

Fiir den Beginn einer ersten Revaskularisationswelle ist es notwendig, dass die vorige, initiale
Entziindungsreaktion abklingt (18, 20): Erst mit dem Ende der pro-inflammatorischen Phase nach
Frakturgeschehen kommt es zur Expression pro-angiogener Faktoren wie HIF-la und der von

HIF-1a regulierten Genen (18) (siche Angiogenese im Rahmen der Frakturheilung, S. 23).
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Da die CD31" Zellapplikation im Tiermodell nicht zu einer héheren Gefdaanzahl im Vergleich
zur PBMC Gruppe fiihrte, muss in Betracht gezogen werden, dass die pro-inflammatorische Phase
zu den untersuchten Zeitpunkten auch nach Applikation der CD31" Zellen noch nicht ausreichend
abgeklungen war. Um diese Hypothese genauer zu evaluieren, konnen Ergebnisse unserer Arbeits-
gruppe herangezogen werden, die aus ex vivo Himatomen im gleichen Tiermodell zu frithen Zeit-
punkten fiir die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IFN-y erhoben wurden (22). 3 Tage
nach Osteotomie wurde IFN-y in der CD31 Gruppe signifikant geringer exprimiert, als in der
PBMC Gruppe. Relative Werte fiir TNF-a lagen zum gleichen Zeitpunkt in der CD31 Gruppe
geringfiigig tiber denen der PBMC Population. 7 Tage nach Osteotomie war neben IFN-y auch
TNF-a in beiden Gruppen herunterreguliert und die Werte beider Mediatoren lagen unter denen

der mit PBMCs behandelten Population (22).

Die niedrigen Werte fiir IFN-y spiegeln den immunmodulatorischen Effekt der Behandlung mit
CD31" Zellen eindeutig wider. Ein Einfluss der CD31" Zellapplikation auf die GefaB3synthese als
Auswirkung dieser geddmpften pro-inflammatorischen Reaktion wird histologisch zu frithen Zeit-
punkten jedoch nicht sichtbar. Die Ergebnisse der TNF-a Messungen miissen gesondert interpre-
tiert werden, da dem Signalmolekiil im Rahmen der Angiogenese eine besondere Rolle zukommt.
So induzieren geringe Dosen von TNF-a die Angiogenese, wihrend hohere Konzentrationen sie
blockieren (189). Zudem spielt der Zeitpunkt, zu dem TNF-a ausgeschiittet wird, eine Rolle: Wih-
rend der initialen inflammatorischen Phase inhibiert es angiogene Signalwege, nach Abklingen
der Entziindungswelle regt es jedoch Endothelzellen zur Formation neuer Gefiaf3e an (190). 3 Tage
nach Osteotomie lagen die gemessenen Werte in der CD31 Gruppe geringfiigig iiber denen der
PBMC Kontrollgruppe (22), in der vorliegenden Arbeit unterschied sich zu diesem Zeitpunkt die
Gefédflanzahl zwischen beiden Gruppen nicht signifikant. Damit hat TNF-a wahrscheinlich keinen
hemmenden Einfluss auf die Angiogenese in der CD31 Gruppe im Sinne einer Dosis-abhéngigen
Wirkung, stimuliert sie jedoch auch nicht. Ein indirekt positiver Effekt der CD31" Zellen iiber die
Regulation von TNF-a lésst sich auf Ebene der Gefd3synthese zu diesem fritheren Zeitpunkt somit
nicht beobachten. Die niedrigen Werte 7 Tage nach Osteotomie konnten einen pro-angiogenen
Stimulus fiir die zweite Revaskularisationswelle darstellen. Da dieser Zeitpunkt erst ihren Beginn
markiert (siehe 10.2), miissten histologische Untersuchungen zu spéteren Zeitpunkten folgen, etwa
auf dem Héhepunkt der Ossifikationsprozesse um den 14. Tag. Uber die Modulation der TNF-a-
Sekretion konnten CD31* Zellen somit einen Einfluss auf die zweite Revaskularisationswelle ha-

ben, deren Wirkung in einigen Préparaten dieser Arbeit mdglicherweise bereits sichtbar war
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(Abbildung 20 D), jedoch keinen generellen, signifikanten Unterschied in der Gefdl3anzahl zwi-
schen den Gruppen nach sich zog. In der Vorarbeit, auf der diese Arbeit basiert, wurde auch 42
Tage nach Osteotomie kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Gefdlle zwischen mit
PBMC und CD31" behandelten Ratten festgestellt (22). Es muss daher noch abschlieend geklart
werden, in welcher Form und zu welchem Zeitpunkt die CD31* Zellen einen pro-angiogenen Ef-

fekt auf die Heilung zeigen.

Es muss beriicksichtigt werden, dass neben TNF-a und IFN-y auch eine Vielzahl anderer pro-
inflammatorischer Zytokine an der initialen Entziindungsreaktion beteiligt sind, wie IL-13, GM-
CSF und IL-6 (18). AuBerdem fordern anti-inflammatorische Faktoren wie TGF-3, IL-10 (18, 28)
und IL-4 (22) die Beendigung der pro-inflammatorischen Phase und damit den Beginn der pro-
angiogenen Welle. Eine Analyse dieser Faktoren auf Proteinebene zu frithen Zeitpunkten, bei-
spielsweise iiber ELISA, konnte Aufschluss dariiber geben, ob im vorliegenden Modell eine noch
nicht vollstdndig abgeklungene pro-inflammatorische Phase die GefdBsynthese zu frithen Zeit-
punkten inhibiert. Daraus wire zu schlieBen, dass moglicherweise eine vollstindige Terminierung
der Pro-Inflammation essentiell ist und eine Hochregulation angiogener Faktoren erst nach und

nicht bereits parallel zur abklingenden Entziindunsgreaktion erfolgt.

10.3 Einfluss der CD31" Zellapplikation auf das Frakturhimatom

10.3.1 Bedeutung des Frakturhimatoms

Eine ausbalancierte Immunantwort nach Frakturgeschehen ist fiir den gesamten folgenden Hei-
lungsprozess Voraussetzung (11, 18, 20). In diesem Zusammenhang ist die Ausbildung des Frak-
turhdmatoms von besonderer Bedeutung. Unmittelbar nach Frakturgeschehen wird hier die Repa-
ratur mit der inflammatorischen Phase eingeleitet (11, 20, 191). Das Frakturhimatom wird in
dieser Phase von verschiedensten Entziindungszellen (18, 192) und inflammatorischen Zytokinen,
wie beispielsweise [FN-y und TNF-a, infiltriert (191). Im Folgenden konvertiert das Milieu im
Hamatom und die pro-inflammatorische Phase wird durch eine anti-inflammatorische Gegenreak-
tion terminiert. Hierzu zdhlt die Hochregulation anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und
TGF-B (18) und die Einddmmung der adaptiven Immunreaktion durch regulatorische T-Zellen
(17). Dies gilt als Voraussetzung fiir den Beginn der folgenden Revaskularisationswelle (18, 28).
Da das Frakturhdmatom somit den Rahmen fiir eine geregelte initiale Immunantwort darstellt,
wurde in dieser Arbeit der Einfluss der CD31* Zellapplikation auf die Entwicklung des Fraktur-

hédmatoms und eine mdglicherweise dadurch verdnderte Immunreaktion untersucht. 3 Tage nach
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Osteotomie war das Frakturhdmatom in der CD31 Gruppe noch grof3flachig im Osteotomiespalt
erhalten, die histomorphometrischen Analysen ergaben 7 Tage nach Osteotomie einen signifikant
grofBeren Flichenanteil des Himatoms an der ROI in der CD31 Gruppe im Vergleich zur PBMC
Gruppe. Die Ursachen und Bedeutung der Beobachtung, dass das Himatom nach CD31* Zellapp-

likation langer im Osteotomiespalt persistiert, sollen folgend diskutiert werden.

Der Erhalt des Himatoms in dieser Arbeit muss in Abgrenzung zur Persistenz des Frakturhdma-
toms in anderen Studien gesehen werden, die die Frakturheilung in Tiermodellen untersuchten. In
diesen wurden groflere Residuen des Himatoms zum Einen in Zusammenhang mit einer prolon-
gierten Entzlindungsreaktion gebracht (19, 42, 193): Schafe, bei denen im Verlauf einer physiolo-
gischen Knochenheilung das Primidrhdmatom durch zwischenzeitliche Interventionen entfernt
wurde, wiesen zu einem spéteren Untersuchungszeitpunkt groere Riickstdnde eines nach der In-
tervention neugebildeten, sekunddren Himatoms auf (19, 42, 193). Durch den zwischenzeitlichen
Eingriff wurde vermutlich ein zusétzlicher inflammatorischer Impuls gesetzt. Daher wurde der
langere Erhalt von Himatombestandteilen mit einer verldngerten Inflammationsphase assoziiert,
die die Frakturheilung potentiell beeintréchtigt (18, 30, 193). Abweichend zum Vorgehen in diesen
Versuchen wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch keine zwischenzeitliche Intervention durch-
gefiihrt. Damit kann weder ein sekundédres Himatom entstanden, noch ein erneuter pro-inflamm-
atorischer Stimulus gesetzt worden sein. Zudem wurden anti-inflammatorisch wirksame Zellen
transplantiert. Eine prolongierte Inflammation ist trotz groBerer Himatomresiduen deshalb nicht
zu erwarten. Dies korreliert mit im Frakturhdmatom gemessenen Werten fiir die pro-inflammato-
rischen Zytokine IFN-y und TNF-a 7 Tage nach Osteotomie im gleichen Tiermodell: Beide Werte
lagen in der CD31 Gruppe unter den Werten der PBMC Gruppe (22). In einer anderen Studie
wurde die Persistenz des Frakturhdmatoms im Tiermodell auf die Ruptur von Blutgefdf3en auf-
grund eines erhohten Gewebedrucks bei instabiler Osteosynthese zuriickgefiihrt (42). Da in der
vorliegenden Arbeit die Osteotomieregion mit einem externen Fixateur versorgt und mit einer
nicht-kritischen Osteotomiegrof3e gearbeitet wurde, ist dies als Ursache fiir die Persistenz des Hé-

matoms in den vorliegenden Ergebnissen ebenfalls unwahrscheinlich.

10.3.2 Persistenz des Himatoms durch immunregulative Wirkung auf Makrophagen

Makrophagen sind als Teil der angeborenen Immunitét neben neutrophilen Granulozyten eine der
ersten Zellpopulationen, die als Reaktion auf Zytokine (wie TGF-) zur Frakturregion migrieren
(16, 194). Die Funktionalitit von Makrophagen fiir die Frakturheilung ist essentiell und ihr Fehlen
oder ihre vollstdndige Blockade wiirde zu einer fehlerhaften Frakturheilung fithren (195-197). Mit
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der Ausschiittung weiterer Zytokine kurbeln sie zunichst die pro-inflammatorische Reaktion wei-
ter an. AnschlieBend tragen sie durch Phagozytose von Zelldebris und nekrotischem Material (194,
198), der Stimulation von sowohl Angiogenese (16, 19) als auch EZM bildenden Fibroblasten (19,
199) zur Umwandlung des initialen, verletzungsbedingten Hdmatoms in ein gut vaskularisiertes,
fibroses Bindegewebe (= Granulationsgewebe) bei (194, 195). Makrophagen werden grob in einen
nicht festgelegten MO-, pro-inflammatorischen M 1- und anti-inflammatorischen M2-Phénotyp un-
terteilt, den sie abhéngig von ihrem Umgebungsmilieu und stimulierenden Faktoren ausbilden
(,,Polarisation* der Makrophagen) (93, 200). Mit dem Beginn der Anti-Inflammation in der Ha-
matomphase befinden sich bei der physiologischen Heilung vor allem M2 Makrophagen im Frak-
turhdmatom (19, 85, 195).

Makrophagen sind somit ein wichtiger Mitspieler bei der Organisation des Frakturhdmatoms und
des Matrix-Umbaus. Vor diesem Hintergrund konnte eine Regulation ihrer Aktivitit mitverant-

wortlich fiir den langeren Erhalt des Frakturhdmatoms in der CD31 Population sein.

CD31" Makrophagen (die auch im artifiziellen Himatom transplantiert wurden) zeigen eine abge-
schwichte Immunreaktion auf Entziindungsreize (201). Die Gesamtheit der CD31" Zellen kann
dariiber hinaus aber auch Einfluss auf die Immunreaktion der Zellen in ihrer Umgebung haben.
Dies legen in vitro Experimente nahe, in denen Lipopolysaccharid-stimulierte CD14* Makropha-
gen in Ko-Kultur mit CD31" Zellen das anti-inflammatorische Zytokin IL-1RA (Interleukin-1-
Rezeptor-Anatagonist) signifikant mehr sekretierten (100). Da auch lokale Entziindungszellen (be-
nachbart zum Frakturspalt) nach Fraktur aktiviert werden und in den Osteotomiespalt einwandern
(11), interagieren die transplantierten Zellen potentiell auch mit diesen ortsanséssigen Zellen. Bei
der Frakturheilung sind mindestens drei Typen von Makrophagen beteiligt, die ins transplantierte
Hamatom einwandern kdnnen: inflammatorische Makrophagen, Makrophagen des Knochenmarks
(Osteoklasten) und sogenannte osteale Makrophagen, die auch als ,,Osteomacs® bezeichnet wer-
den (195). Damit existiert eine Auswahl an Zellen, die am Abbau des Hdmatoms grundsétzlich
beteiligt sein und durch die Wirkung der CD31* Zellen beeinflusst werden kénnen. Dartiber hinaus
zeigten Experimente unserer Arbeitsgruppe, dass im Frakturhdmatom gealterter Ratten, wie sie
auch in der vorliegenden Arbeit als Modell fiir eine beeintrichtigte Heilung dienten, 3 Tage nach
Osteotomie M2 Makrophagen-typische Marker-Gene geringer exprimiert wurden als in jungen
Tieren zum gleichen Zeitpunkt (188). Die Expression M1-typischer Marker (CD80, CCR7) war
dagegen 3 Tage nach Osteotomie in den élteren Tieren erhoht (188). Pro-inflammatorische Mak-

rophagen sorgen mit der Sekretion von MMPs zu Beginn einer Entziindungsphase fiir den Abbau
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von EZM und Gewebstriimmern (194, 198, 202). Durch die CD31" Zellen konnte deren pro-in-
flammatorische Antwort und damit auch die Sekretion von MMPs, die zur Matrixdegeneration
fithren, abgeschwicht worden sein. Durch die CD31" Zellapplikation kdnnte somit eine Modula-

tion der pro-inflammatorischen M1 Makrophagen die Himatomresorption verzogert haben.

Der immunregulative Effekt der CD31 Population kdnnte damit das ldngere Bestehen des Hama-
toms zunidchst direkt bedingen. Eine ldngere Persistenz fiihrt darauf aufbauend moglicherweise
auch zu einer ldngeren Wirkung der dort agierenden, immunmodulierenden Zellen und Mediato-

ren, die die biologisch verzogerte Frakturheilung positiv beeinflussen konnen (siehe 10.3.3).

Welche Subpopulation der Makrophagen durch die CD31" Zellen speziell beeinflusst wird und ab
wann die Persistenz des Himatoms auch zum Hindernis fiir eine erfolgreiche Heilung werden
kann, miisste Gegenstand weiterer Forschung werden. Histologische Analysen zu spiteren Zeit-
punkten konnten Aufschluss iiber den Verlauf der Himatomresorption geben. Um einen mdogli-
chen Einfluss der CD31" Zellapplikation auf die Polarisation von Makrophagen zu evaluieren,
konnte zunéchst der Polarisationstyp von Makrophagen nach Ko-Kultur mit CD31" Zellen in vitro
bestimmt werden. In ex vivo Versuchen konnte liber die Bestimmung spezifischer Marker iiber-
priift werden, welchen Effekt die CD31" Zellapplikation auf die Makrophagen-Polarisation zu
verschiedenen Zeitpunkten der Frakturheilung hat. Diese scheint fiir einen erfolgreichen Heilungs-
verlauf entscheidend (85, 188, 203). Dariiber hinaus kdnnten Genexpressionsanalysen von MMPs,
die eine Bedeutung bei der Knochenheilung spielen, wie MMP-9,-13,-14,-2 (39, 62, 63, 204-207)
3 Tage nach Osteotomie folgen, um den Einfluss der CD31* Zellen auf deren Aktivitét in Zusam-

menhang mit dem Abbau des Frakturhdmatoms zu evaluieren.

10.3.3 Mogliche anhaltende immunregulative und osteogene Effekte der CD31* Zellen

Die Expression von CD31 durch Immunzellen reguliert nachweislich deren pro-inflammatorische
Immunantwort. Privatsky et al. (182) beschrieben in ihrem Review die insgesamt supprimierende
Wirkung CD31-exprimierender Zellen als Ergebnis von 3 wichtigen Teilmechanismen: (1.)
Dampfung der Leukozyten-Aktivierung (162, 165, 201, 208), (2.) Suppression der Ausschiittung
pro-inflammatorischer Zytokine wie IFN-y (166) und (3.) Aufrechterhaltung der Barrierefunktion
des Endothels (209). In Experimenten unserer Arbeitsgruppe konnte aulerdem nachgewiesen wer-
den, dass CD31" Zellen das anti-inflammatorische Zytokin IL-1RA sekretieren (99, 100). IL-IRA
wird zugeschrieben, die Aktivitdt des IL-1 sowohl in lokalen als auch in systemischen Entziindun-

gen zu reduzieren (210).
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Eine Verbindung zwischen Immunsystem und Knochenheilung, bei der der immunregulative Ef-
fekt der CD31" Zellen eine Rolle spielen konnte, stellen die sogenannten Temra Zellen dar (termi-
nally differentiated CD8" effector memory T-cells). Reinke et al. (99) zeigten, dass eine verzogerte
Knochenheilung mit erhohten Konzentrationen dieser Zellen im peripheren Blut assoziiert ist und
wiesen eine hohere Menge Temra Zellen auch im Frakturhdmatomen von Patienten mit verzogerter
Knochenheilung nach. In in vitro Experimenten stellte die Arbeitsgruppe auerdem heraus, dass
von Temra Zellen sekretiertes IFN-y und TNF-o konzentrationsabhéngig die osteogene Differen-
zierung von menschlichen, aus dem Knochenmark stammenden MSCs negativ beeinflussten (99):
Je hoher die Konzentration von IFN-y oder TNF-a in einem Medium mit BM-MSCs, desto weni-
ger Calcium wurde von den Zellen gebildet. Dies wurde als Zeichen einer geringeren Differenzie-
rung der MSCs in calciumbildende Osteoblasten gewertet. Diese Differenzierung ist bei der Frak-
turheilung jedoch essentiell. Sowohl IFN-y als auch TNF-a inhibieren somit die Bildung von

Knochengewebe, indem sie die Differenzierung mesenchymaler Stromazellen hemmen.

Das CD31" Molekiil hat iiber verschiedene Mechanismen einen hemmenden Einfluss auf die Ak-
tivierung von T-Zellen und kénnte so auch die Wirkung der Temra Zellen regulieren und damit
indirekt zu einer verbesserten Knochenheilung schon in frithen Phasen der Heilung beitragen:
CD31 reduziert die Calciumausschiittung aus intrazelluldren Kompartimenten von T-Zellen, die
fiir deren Aktivierung notwendig ist (165). Uber die Verstirkung der Wirkung von TGF-B auf T-
Zellen, hemmt es ebenfalls deren pro-inflammatorische Immunantwort (211). Dariiber hinaus wird
die Bildung von immunologischen Synapsen zwischen T- und B-Zellen, wie sie fiir eine Auswei-
tung der adaptiven Immunreaktion notwendig wére, durch CD31 verhindert und die Immunant-

wort damit wahrscheinlich abgeschwicht (212).

Wie bereits erwéhnt, konnte in der Vorarbeit zu dieser Arbeit im gleich konzipierten Rattenmodell
gezeigt werden, dass im Frakturhdmatom 3 Tage nach Osteotomie die Konzentration des pro-in-
flammatorischen Zytokins IFN-y in der CD31 Gruppe im Vergleich zur PBMC Gruppe herunter-
reguliert war (22). Die Konzentration des Faktors TNF-a lag an Tag 7 nach Osteotomie ebenfalls
tiefer als in der PBMC Gruppe (22). Es ist also anzunehmen, dass die CD31* Zellen auch einem
negativen Effekt der beiden Signalmolekiile auf die Knochenbildung entgegenwirken konnen.
Dartiber hinaus wurde in unserer Arbeitsgruppe in vitro ein positiver Effekt der CD31" Zellen auf
die Fahigkeit von MSCs, osteogene Matrix zu produzieren, nachgewiesen (100). Dieser spiegelte
sich auch im Rattenmodell, das dem der vorliegenden Arbeit entspricht, wider: 6 Wochen nach

Osteotomie lag sowohl radiologisch als auch histomorphometrisch der Anteil an mineralisiertem
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Gewebe an der Osteotomieregion in der CD31 Gruppe signifikant iiber dem der PBMC Gruppe
(22, 100). CD31" Zellen haben somit vermutlich iiber die Dampfung der Immunreaktion einen
positiven Einfluss auf die Knochenbildung wéhrend der Frakturheilung. Die Applikation der
CD31" Zellen kann neben der Verschiebung des inflammatorischen Milieus im Hdmatom zusétz-
lich bedingen, dass Zellen mit einem negativen Einfluss auf die Frakturheilung (wie die Temra Zel-
len) entfernt und durch die Transplantation neuer Immunzellen ersetzt werden (22). Da sich mit
steigendem Lebensalter das Verhiltnis zwischen CD31* Zellen und Temra Zellen im Hdmatom zu
Gunsten der Temra Zellen verschiebt (100), konnte damit auch dieser Negativkorrelation zwischen

den Zellen entgegengewirkt werden.

Durch das ldangere Bestehen des Hadmatoms, in dem sich die beschriebenen immunmodulatori-
schen Vorginge abspielen, konnten diese ldnger anhalten. Hierfiir spricht auch der positive Trend
der Bildung von mineralisiertem Gewebe an Tag 7 in der CD31 Gruppe in der vorliegenden Arbeit:
Durch die Suppression pro-inflammatorischer Zytokine wird (wie oben dargelegt) die Bildung von
Knochengewebe durch MSCs moglicherweise begiinstigt. Da dieser Effekt an Tag 7 relativ gering
ausgepriagt war (CD31: 1,70 = 0,65 %; PBMC: 1,16 + 0,56 %), miissen Untersuchungen zu spéte-
ren Zeitpunkten folgen, die herausstellen, ob sich der positive Effekt ab Tag 7 von dort an konti-
nuierlich weiter auf die Knochenbildung auswirkt. Die oben dargelegten Ergebnisse der Vorarbeit
42 Tage nach Osteotomie im gleichen Tiermodell (22) legen einen konstanten Effekt auf die Mi-

neralisierung jedoch nahe.

In der vorliegenden Arbeit nahmen Bereiche beginnender Chondrogenese in der PBMC Gruppe 7
Tage nach Osteotomie einen geringfiigig groeren Anteil an der ROI ein als in der CD31 Gruppe
(CD31: 1,79 £2,11%; PBMC: 1,92 £ 2,51%). Ein positiver Effekt auf die Chondrogenese ldsst
sich anhand quantitativer Analysen somit nicht bestitigen. Die morphologische Betrachtung der
Histologie konnte jedoch von groflerer Bedeutung sein, wie in den folgenden Abschnitten darge-

legt wird.

10.4 CD31" Zellapplikation verhindert einen unilateralen Markraumverschluss
Auf der Basis der natiirlichen Entwicklung des Kallusgewebes wihrend der Frakturheilung (siehe
6.3.3) sind die Unterschiede in der Bildung und Konfiguration von Knorpelgewebe zwischen bei-

den Versuchsgruppen von besonderem Interesse.
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Bereits 3 Tage nach Osteotomie présentierte sich der Markinhalt am Rande des Osteotomiespalts
in der PBMC Gruppe kuppelartig und abgerundet, iiberzogen von einem granulations- oder bin-
degewebigen Saum (Abbildung 22). In der CD31 Gruppe durchzog den Osteotomiespalt noch
groBfliachig das artifizielle Himatom und grenzte an beide Femurfragmente an. Sieben Tage nach
Osteotomie schien sich diese Entwicklung mit der Bildung von Knorpelgewebe zu manifestieren:
Die Knorpelinseln in der PBMC Kohorte durchbauten die proximale Femurseite senkrecht zwi-
schen beiden proximalen Kortizes. Damit schienen sie den Markraum zu verschliefen. In der
CD31 Kohorte ragte dagegen das Knorpelgewebe konusférmig iiber die Fragmentenden in den
Osteotomiespalt hinein. Ratten, die 6 Wochen nach Durchfiihrung einer 5 mm groB3en und damit
kritischen Osteotomie des Femurknochens eine Pseudarthrose ausbildeten, zeigten in histologi-
schen Untersuchungen 3 Wochen nach Operation ebenfalls einen Verschluss des Markraums
(113). Eine kegelférmige Anordnung der Knorpelkonfiguration galt dagegen als Aktivitétszeichen
der Femurseite. Vor diesem Hintergrund konnte auch der in der vorliegenden Arbeit beobachtete
frithzeitige Verschluss des Markraums bereits Ausdruck eines nicht erfolgreichen Heilungsver-

laufs sein.

Das Frakturhdmatom stellt das Zentrum der ersten Reparaturprozesse nach Verletzung dar (19)
und wird unmittelbar nach Frakturgeschehen von Zellen und Zytokinen infiltriert (18, 191, 192)
(siche 10.3.1). Dabei bildet sich mit der Reifung des Himatoms ein bestimmtes Zytokinmuster
aus, das fiir die Rekrutierung von Zellen zur Verletzungsregion und deren Aktivitdt vor Ort essen-
tiell ist (19, 213). Zu diesen Signalfaktoren gehoren beispielsweise HIF-1a, VEGF, HMOX-1,
CYRGO61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61), TGF-B1, OPN (Osteopontin) und BMP-2 (18, 20,
42, 193). Das Expressionsprofil dieser Zytokine, die fiir die Inflammation, Angiogenese und Os-
teogenese wihrend der Heilung wichtig sind (19), dndert sich natiirlicherweise bereits im Verlaufe
der ersten Tage nach Fraktur (18, 20, 42, 193). Ein Abweichen des Musters ist mit einer beein-
trachtigten Heilung assoziiert (18, 20).

Da das Frakturhdmatom Grundlage fiir die Etablierung des Zytokinmusters ist, das die Heilungs-
prozesse koordiniert (19, 213), fiihrt ein vorzeitiger Abbau des Himatoms notwendigerweise auch
zum Fehlen der Signalstoffe und dariiber zu einem beeintridchtigten Heilungsverlauf (19). Vor
diesem Hintergrund konnte bereits 3 Tage nach Osteotomie der fortgeschrittene Abbau des Ha-
matoms in der PBMC Gruppe zu einer gestorten Expression der genannten Zytokine gefiihrt und
die Migration von Zellen in den Osteotomiebereich beeintrichtigt haben. Zu den normalerweise

einwandernden Zellen gehoren auch Makrophagen, die MMPs sekretieren (28, 61, 202). Diese
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strukturieren den Frakturkallus mafgeblich mit: Ohne MMP-14 kann Knorpelgewebe im Rahmen
der Knochenentwicklung nicht umgebaut werden und die Bildung eines reifen Knochengertists
bleibt aus (204). MMP-2 ist dariiber hinaus an der Rekrutierung von Osteoblasten beteiligt (205,
206). Unter anderem die Dysregulation von MMPs zu frithen Zeitpunkten konnte somit den Mat-
rix-Umbau negativ beeinflussen. Dies konnte den Verschluss des Markraums in der PBMC
Gruppe 7 Tage nach Osteotomie mit bedingen, der als Zeichen fiir einen verzogerten Heilungsver-

lauf interpretiert werden kann.

Denn von der initialen Phase nach Frakturgeschehen bis in die Remodellig-Phase hinein gelangen
Signalfaktoren auch vom Markraum aus in die Frakturregion und koordinieren die Heilungsab-
laufe (19, 29). Zu ihnen gehoren zum Beispiel BMPs, TGF-f1, Angiopoetin 1 oder FGF (29).
Auch VEGF ist im Knochenmark, das die Frakturregion umgibt, normalerweise hochreguliert und
tragt zur GefdBentwicklung in der Frakturregion bei (192). Zudem ist auch das Knochenmark Ur-
sprung mesenchymaler Stromazellen (18, 29). Da diese zu Osteoblasten, Chondrozyten und Adi-
pozyten differenzieren (18, 29), ist eine Migration dieser Zellen in die Frakturregion fiir die Wie-
derherstellung des Ursprungsgewebes essentiell. Wird der Markraum in Folge einer Versiegelung
vom Osteotomiespalt separiert, verhindert dies moglicherweise die chemotaktische Rekrutierung
von Vorlduferzellen, Wirkung von Signalfaktoren sowie Sekretion von Enzymen wie MMPs und
damit insgesamt die regelrechte Gewebsneubildung. Es kommt zur beeintrachtigten Frakturhei-
lung. Durch die Bildung eines unilateralen Markraumverschlusses 7 Tage nach der Osteotomie

wiirde diese Entwicklung bereits in einem frithen Stadium festgeschrieben.

Ob die GroBe des Residuums des Frakturhdmatoms kausal fiir Unterschiede in Zellmigration und
Expression von Signalfaktoren und Enzymen zu Beginn der Heilung ist, muss weiter untersucht
werden. Eine vergleichende Bestimmung der genannten Faktoren (wie BMPs, TGF-$1, MMPs)
mittels qPCR zwischen 3 und 7 Tagen nach Osteotomie konnte diese Hypothese validieren. Eine
geringere Expression der Gene zu fritheren Zeitpunkten in der PBMC Gruppe wiirde dann als
Ursache fiir den Verschluss des Markraums 7 Tage nach Osteotomie in dieser Gruppe in Betracht
kommen. Ein positiver Effekt der CD31" Zellapplikation auf die Signalgebung kénnte umgekehrt
durch Regulation des Abbaus des Himatoms in der CD31 Gruppe erfolgt sein, in der 7 Tage nach
Osteotomie die Umbauprozesse am proximalen Femurfragment aktiv schienen. In Genexpressi-
onsanalysen der Vorarbeit wurde im gleichen Tiermodell eine héhere Expression von FGF-2 und
VWF in der CD31 Gruppe im Vergleich zur PBMC Gruppe 3 Tage nach Osteotomie bereits fest-

gestellt (22). Analysen anderer genannter Faktoren miissten folgen.
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Hinsichtlich der Auswirkungen des Markraumverschlusses konnen Genexpressionsanalysen aus
der Vorarbeit herangezogen werden, die 7 Tage nach Ostetomie bereits fiir einige der Faktoren
und Enzyme durchgefiihrt wurden (22). Fiir die Expression von MMP-14,-2 und TGF-B2 zeigte
sich hierbei ein positiver Trend in der CD31 Gruppe im Vergleich zur PBMC Gruppe (22). Dies
bestitigt nicht nur die gemutmalte geringere Prisenz der Faktoren im Frakturhdmatom von mit
PBMC behandelten Tieren. In Hinblick auf die gemessenen MMPs deutet dies auch auf eine ho-
here Aktivitdt im Matrix-Umbau in der CD31 Gruppe hin. Dies korreliert mit den histologischen
Befunden zu diesem Zeitpunkt, an dem die konusformige Knorpelkonstellation auf eine Uberbrii-
ckung des Osteotomiespalts hinwies (Abbildung 22). Dies miisste durch histologische Analysen
zu spéteren Zeitpunkten verifiziert werden. Die Hypothese stimmt jedoch mit der Beobachtung
aus der Vorarbeit 42 Tage nach Osteotomie iiberein: Wéhrend die Tiere der PBMC Gruppe einen
unilateralen Verschluss des Markraums zeigten, schien die Aktivitdt an den Kortexenden in der
CD31 Kohorte hoch und eine erfolgreiche Uberbriickung des Frakturspalts somit wahrscheinlich
(Abbildung 7). Mittels Analyse spezifischer Zell-Oberflichenmarker fiir Chondroblasten und Os-
teoblasten, die im Verlaufe aus MSCs entstehen (18, 29), konnte aus Frakturhdmatomen beider
Gruppen dariiber hinaus analysiert werden, ob der Verschluss des Markraums wie vermutet auch
die Zellmigration von MSCs beeintrichtigt. Gegenstand weiterer Forschung miisste auBerdem
werden, wie die CD31" Zellapplikation den Abbau des Hiamatoms verzogert, aber parallel der
Matrix-Umbau im Rahmen der chondralen Ossifikation ,,aktiv* bleibt. Analysen der Expressions-
muster spezifischer MMPs, die unterschiedliche Funktionen bei der Frakturheilung haben, konn-

ten moglicherweise dariiber Aufschluss geben.

Zusammenfassend stimmen die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen der
Vorarbeit (22) zum spiteren Zeitpunkt hinsichtlich der Ausbildung einer Pseudoarthrose iiberein.
Die CD31* Zellapplikation wirkt sich vermutlich {iber einen langeren Erhalt des Frakturhdmatoms
positiv auf das Zytokinmuster und damit auch die Zellmigration zu frithen Zeitpunkten der Heilung
aus. Insgesamt hat dies einen positiven Effekt auf den Matrix-Umbau bereits zu frithen Heilungs-

zeitpunkten.

10.5 Analyse der Bereiche nahe des Periosts
Sowohl in der PBMC-, als auch in der CD31-Kohorte fielen 7 Tage nach Osteotomie periostal,
nahe des Osteotomiespalts, Bereiche mit griin-gelblich gefarbten Inseln auf. Diese konnten Aus-

druck eines einsetzenden desmalen (intramembrandsen) Ossifikationsprozesses im Verlaufe der
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Frakturheilung sein und waren zum frithen Zeitpunkt, 3 Tage nach Osteotomie, noch nicht nach-
weisbar (Abbildung 22). Bereits mineralisiertes Gewebe als Ausdruck eines direkten Verknoche-
rungsprozesses miisste analog zu den Kortizes bei der Movat-Pentachromférbung gelb angeférbt
werden. Griinlich angefarbtes Gewebe wird dagegen als Knorpelgewebe interpretiert. Die Unein-
deutigkeit des Fiarbeergebnisses wirft die Frage auf, welche Art des Ossifikationsprozesses in der

beschriebenen Region am ehesten stattfindet.

Auf der einen Seite sprechen die Lokalisation und der Zeitpunkt, zu dem das genannte Gewebe
sichtbar wird, dafiir, dass die gelb-griinlichen Inseln Ausdruck eines desmalen Heilungsprozesses
sein konnten, wie er in der einschldgigen Literatur zur Knochenheilung bereits beschrieben wird:
Die intramembrandse Ossifikation bei Nagern beginnt zwischen Tag 3 und 5 nach Fraktur, die
Ergebnisse dieses Prozesses konnten deshalb an Tag 7 bereits gut sichtbar sein (183). AuBlerdem
werden als Ort der desmalen Verknocherung der subperiostale Raum und das Weichteilgewebe in
unmittelbarer Umgebung des Frakturspalts propagiert (8), was mit den Ergebnissen dieser Arbeit
ebenfalls vereinbar ist. Im Periost befinden sich bereits Osteoprogenitorzellen, die Initiatoren der
intramebrandsen Ossifikation sind. Uber BMPs wird die Differenzierung dieser Zellen in Osteo-
blasten und die von MSCs in Osteoprogenitorzellen angeregt (8). Vor diesem Hintergrund konnte
es sich in den Ergebnissen um Farbeartefakte handeln, die nicht die Herkunft und Beschaffenheit
des Gewebes widerspiegeln, bei dem es sich eigentlich um desmal gebildetes Knochengewebe
handelt. Auf der anderen Seite erscheint die Struktur des Gewebes dhnlich der Formation von
Knorpelgewebe zwischen den Osteotomieenden und konnte deshalb ebenfalls Ausdruck eines en-
chondralen Verkndcherungsprozesses sein, bei dem iiber Knorpelgewebe erst im Verlauf Kno-
chengewebe entsteht. Zwar findet diese Art der Ossifikation im Rahmen der Frakturheilung vor
allem im Frakturspalt zwischen den Kortexenden statt (8), doch sprechen die Farbe des Gewebes
und die Struktur dafiir, dass auch an dieser Stelle enchondrale Verkndcherung stattfinden konnte.
Eine groBe Bandbreite an Vorlduferzellen, die fiir die Knochenneubildung notwendig sind, loka-
lisieren im Periost. Jedoch wird durch sie nicht ausschlieBlich desmale Ossifikation induziert: Zel-
len migrieren ausgehend vom Periost auch ins Frakturhdmatom und differenzieren dort zu Chond-
rozyten, womit das Periost auch Ausgangszellen fiir die enchondrale Ossifikation bereit stellt (14).
Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beobachteten Arealen um Knor-

pelareale handelt, die erst im Verlaufe verkndchern und somit enchondrale Ossifikation stattfindet.

Die Histomorphometrie ergab im Mittel nahezu den gleichen Anteil der periostalen Gewebeinseln

an der ROI in den jeweiligen Populationen (CD31: 1,83 + 1,29 %; PBMC: 1,82 + 0,86 %)),

Diskussion ® Analyse der Bereiche nahe des Periosts 81



wodurch ein positiver Einfluss der CD31* Zellapplikation auf die peripherer stattfindenden Pro-

zesse der Frakturheilung zu diesem Zeitpunkt nicht erkennbar war.

10.6 Interpretation des Anteils an Bindegewebe an der ROI

Bei der Interpretation des Anteils an Bindegewebe an der ROI muss beachtet werden, dass in der
Frithphase der Heilung ein bindegewebig-fibroses Granulationsgewebe natiirlicherweise entsteht
(19) und es sich hierbei nicht ausschlieBlich um fibroses Bindegewebe handelt, wie es nach Aus-
bildung einer Pseudarthrose nachweisbar ist (49, 214). Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden je-
doch unter Beriicksichtigung von Vorarbeiten interpretiert, in denen eine groere Menge fibroti-
schen Bindegewebes mit einer biologisch verzdgerten Knochenheilung einherging (22). Es soll im
Folgenden erdrtert werden, ob eine groBere Menge an Bindegewebe moglicherweise in Zusam-

menhang mit bereits frithzeitig ablaufenden fibrotischen Prozessen stehen konnte.

10.6.1 Fibroses Bindegewebe in Pseudarthrosen

Knochengewebe besitzt das Potential einer Regeneration ad integrum, d.h. einer vollstdndigen
Wiederherstellung des urspriinglichen Gewebetyps nach Verletzung (7). Die Ausbildung von
Pseudarthrosen ist nachweislich mit einer vermehrten Bildung von fibrésem Bindegewebe im
Frakturspalt assoziiert (49, 214, 215). Vorstudien unserer Arbeitsgruppe stellten in diesem Zusam-
menhang bereits fest, dass in den mit PBMC behandelten Ratten 42 Tage nach Osteotomie ein
signifikant hoherer Anteil an Bindegewebe in der ROI nachzuweisen war, als in der CD31 Popu-
lation (22). In erst genannter Gruppe fiihrte die Applikation von PBMC in den Osteotomiespalt 6
Wochen postoperativ zur beeintrichtigten Frakturheilung (100, 136), weshalb der hohere Anteil
von Bindegewebe mit der Entstehung der Pseudarthrosen in Verbindung gestellt und als groBten-

teils fibroses Bindegewebe interpretiert wurde (22).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde der Anteil an Bindegewebe an der ROI in der jeweiligen
Versuchsgruppe quantifiziert um herauszufinden, ob sich schon zu einem frithen Zeitpunkt eine
beeintrachtigte Heilung durch einen gréeren Anteil an Bindegewebe an der ROI abzeichnet. 7
Tage nach Osteotomie lag dabei der Anteil an Bindegewebe in der PBMC Gruppe signifikant iiber
dem Anteil an Bindegewebe in der CD31 Gruppe (CD31: 80,96 + 3,27 %; PBMC: 91,44 + 2,80
%). Im Folgenden soll zunichst ein Uberblick iiber die Mechanismen gegeben werden, die zur
Gewebsfibrose flihren, um dann die Bedeutung fibrotischen Gewebes im Kontext der frithen Sta-

dien der Frakturheilung zu analysieren.
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10.6.2 Entstehung von Fibrose allgemein: Mechanismen und Zellen

Die Entstehungsmechanismen von Fibrose sind komplex. Im Rahmen einer Gewebsschiddigung
jeglicher Genese (so auch bei mechanischen Verletzungen wie beim Knochenbruch), kommt es
initial zur Ausschiittung von Zytokinen, die Zellen des Immunsystems anlocken und aktivieren
(216, 217). Diese unterstiitzen iiber Signalmolekiile auch die Bildung von Bindegewebe, welches
das normale Organparenchym (je nach Gewebe zumindest zeitweise) ersetzt (216, 217). Gerit die
Stimulation der Zellen, die fiir die Produktion von Bindegewebe zustindig sind, jedoch aufler
Kontrolle, kommt es zur {iberschieBenden Ablagerung von Bestandteilen der EZM und damit zur
Bildung von bleibendem Narben- bzw. fibrosem Gewebe (216-218). In der Literatur werden zwei
Zellpopulationen als Hauptakteure bei der Entstehung von Narbengewebe angesehen: Makropha-

gen und Myofibroblasten.

Nach der Beendigung der ersten inflammatorischen Reaktion konvertiert die Wundregion nach
Gewebsverletzung zu einem Milieu, in dem vor allem anti-inflammatorische (M2-) Makrophagen
mit der Ausschiittung einer Reihe pro-fibrotischer Signalstoffe fiir den Beginn der Wundheilung
sorgen (61). Von ihnen in grofler Menge sekretiertes TGF-B1 aktiviert ortsanséssige Fibroblasten
und fiihrt zu deren Umwandlung in EZM-bildende, a-SMA -exprimierende Myofibroblasten (217).
Dariiber hinaus stimuliert es sie zur Synthese von fibrillirem Kollagen und fordert die Produktion
von gewebsassoziierten Hemmstoffen von Metalloproteinasen (tissue inhibitors of metallopro-
teinases, TIMPs), wodurch der Abbau der EZM vermindert wird (61, 219, 220). Von Makropha-
gen gebildetes PDGF gilt ebenfalls als pro-fibrotischer Faktor, da es die Proliferation von EZM
bildenden Myofibroblasten stimuliert (221). Mit der Produktion von MMPs und TIMPs steuern
Makrophagen auch unabhingig von Myofibroblasten den Umsatz der EZM (217). Uber die Sek-
retion spezifischer Signalmolekiile locken sie dariiber hinaus TH> Zellen an, die ihrerseits nach
Antigenprésentation eine Reihe pro-fibrotischer Zytokine sezernieren, die wiederum zur Aus-
schiittung von TGF-B1 aus Makrophagen fithren (222-224). Das Signalmolekiil IL-4 ist bei der
Entstehung einer Gewebsfibrose von besonderer Bedeutung (225) und steht in enger Verbindung
mit der pro-fibrotischen Aktivitit von Makrophagen: IL-4 wird bereits in der initialen Entziin-
dungsphase von den dort agierenden Immunzellen gebildet (226, 227) und regt Makrophagen an,
Vorlauferverbindungen (Polyamine und Kollagene) der EZM zu produzieren (228). Eine Inhibi-
tion der IL-4 Wirkung konnte in mehreren Studien bereits mit einer reduzierten Bildung von Nar-

bengewebe in Verbindung gebracht werden (229, 230).
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10.6.3 Effekt der CD31" Zellen auf die klassischen Signalwege der Fibrosierung fraglich
Die enge Beteiligung von Makrophagen an der Wundheilung legt nahe, dass eine unbalancierte
Aktivitdt von insbesondere M2 Makrophagen auch bei der Knochenheilung zu einer {iberschiissi-
gen Bildung von fibrosem Bindegewebe fiihren konnte. Diese ist mit der Entstehung einer Pseu-
darthrose assoziiert (49, 214, 215). Der Wechsel von einem pro- in ein anti-inflammatorisches
Milieu zu Beginn der Frakturheilung bringt auch einen Wechsel im Phianotyp der Makrophagen
mit sich, sodass sich wihrend der ersten Tage der Frakturheilung bereits gehduft M2 Makrophagen
im Frakturhimatom ansammeln (19, 85, 195), die analog der oben beschriebenen Prozesse poten-
tielle Initiatoren der fibrotischen Reaktion sein konnten. Ein moglicher positiver Einfluss der
CD31" Zellapplikation auf die Entstehung von Fibrose wére demnach in ihrer Wirkung auf M2
Makrophagen zu suchen.

Protein- und Genexpressionsanalysen einiger der oben genannten pro-fibrotischen Signalfaktoren
(IL-4, PDGF) spiegelten einen anti-fibrotischen Effekt im Sinne einer niedrigeren Expression die-
ser Faktoren in Folge der Transplantation von CD31" Zellen jedoch nicht wider: 7 Tage nach
Osteotomie lagen die Werte in der CD31 Gruppe iiber denen der PBMC Gruppe (22). Ein direkter
Effekt des CD31 Molekiils auf die Aktivitdt der M2-Makrophagen ist damit fraglich, auch, wenn
Genexpressionsanalysen des Hauptmediators TGF-B1 in Folgestudien noch genaueren Aufschluss
geben konnten. Da die genannten Faktoren gleichzeitig anti-inflammatorisch (IL-4, TGF-B) (28)
und pro-angiogen (PDGF) (22, 56) wirksam sind, kann sich deren Hochregulation zu frithen Zeit-
punkten sogar positiv auf die Knochenheilung aus wirken (18). Die Stimulation von M2 Makro-
phagen mit IL-4 (und IL-13) wurde in einem murinen Osteotomiemodell dariiber hinaus mit einem

verbesserten Heilungserfolg assoziiert (85).

Dass die bis dato gesicherten Erkenntnisse iiber die allgemeine Entstehung von Fibrose auch zu
frithen Phasen der Knochenheilung eine Rolle spielen, ist somit unwahrscheinlich. Daher ist frag-
lich, ob die hohere Menge an Bindegewebe zu frithen Zeitpunkten in der PBMC Gruppe bereits
Ausdruck einer iiberschieenden Bildung von Bindegewebe im Rahmen einer beeintréchtigten
Knochenheilung ist. Es konnte sich auch um fibroses Granulationsgewebe handeln, das in der
frithen Phase der Heilung natiirlicherweise gebildet wird (1, 15, 19). Studien, in denen die Mecha-
nismen von Geweberegeneration nach Gewebsverletzung analysiert wurden (231), weisen darauf
hin, dass sich erst im Verlaufe des Heilungsprozesses entscheidet, ob es durch eine zunehmende
Kontraktion des Gewebes und Bildung von iiberschiissiger EZM zur Fibrose kommt, oder ob die

Regeneration gelingt. Ein beeintrachtigter Heilungsverlauf konnte somit auch in der PBMC
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Gruppe nicht direkt von Beginn an anhand des analysierten Bindegewebes sichtbar sein, sondern
sich erst im Verlauf zwischen 7 und 42 Tagen nach Osteotomie zeigen. Es miissten histologische
Untersuchungen zu Folgezeitpunkten durchgefiihrt werden, um den Zeitpunkt zu identifizieren, an
dem die Heilung einen irreversiblen Entwicklungsverlauf hin zur fibrosen Pseudarthrose nimmt.
Moglicherweise kann dadurch auch auf das Zeitfenster geschlossen werden, in dem eine CD31*

Zellapplikation erfolgen sollte, um den Heilungsverlauf noch positiv zu beeinflussen.

Um Fehler bei der Gewebeanalyse auszuschlielen, konnten immunhistologische Verfahren hel-
fen, Myofibroblasten als Hauptakteure im als Bindegewebe klassifizierten Gewebe nachzuweisen
und dieses als solches zu identifizieren. Unter der Annahme, dass das analysierte Gewebe tatsdch-
lich Indikator fiir eine beeintrachtigte Heilung ist, miissten neben den dargestellten klassischen
Signalwegen (IL-4, IL-13, TGF-f) andere aufgedeckt werden, die in der PBMC Kohorte zur ver-
mehrten Bildung von fibrotischem Bindegewebe gefiihrt haben, da diese in den frithen Phasen der
Knochenheilung unwahrscheinlich sind. Umgekehrt miissten die Mechanismen entschliisselt wer-
den, die die Menge an fibrotischem Bindegewebe in der CD31 Population bereits zum Heilungs-

beginn reduziert haben.

10.6.4 Maogliche Wirkung der CD31* Zellapplikation auf Fibrose zu frithen Zeitpunkten

Eine Erklarung, wie durch Transplantation der CD31" Zellen auch zu frithen Zeitpunkten die Bil-
dung von fibrosem Bindegewebe verhindert worden sein kann, liefern Versuche, in denen mit
PECAM-1 Knockout-Méusen die Entstehung von Lungenfibrose untersucht wurde (232, 233). Es
wird angenommen, dass in diesen Tieren Makrophagen liber Mikroblutungen Eisenbestandteile
aufnehmen, die sie anschlieBend Fibroblasten zur Kollagensynthese zur Verfiigung stellen. Uber
diesen Mechanismus tragen sie moglicherweise zu einer unangemessenen Reparaturreaktion im
Sinne einer Gewebsfibrose bei (232, 233). Die Forscher nehmen an, dass das CD31 Molekiil in
Wildtyp-Miusen dagegen die vaskuldre Integritét positiv beeinflussen und Mikroblutungen ver-
hindern kann (232). Diese Vermutung stellt interessanterweise die pro-angiogenen Eigenschaften
der CD31" Zellen (155, 156, 209) in Zusammenhang mit einer moglichen anti-fibrotischen Wir-
kung. Zum einen konnten im Frakturhdmatom der CD31 Gruppe angereicherte CD31" endotheli-
ale Progenitorzellen, die iiber PECAM-1 Zell-Zell-Kontakte kniipfen (155) und die Permabilitits-
barriere des Endothels bilden (156), auch im Rahmen der Knochenheilung zu einer héheren
vaskuldren Integritit neugebildeter Gefdlle beitragen. Zum anderen kdnnten die in der Vorarbeit
zu frithen Zeitpunkten gemessen pro-angiogenen Faktoren (22) (10.2) sich positiv auf die vasku-

lare Integritdt auswirken, auch, wenn eine Wirkung sich nicht in einer erhdhten Anzahl der Gefalle
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im Vergleich zur PBMC Gruppe zeigte. Damit wiirde die Transplantation der CD31+ Zellen der
Entstehung von Fibrose und moglicherweise daraus resultierender Pseudarthrose als Konsequenz

von Mikroblutungen entgegen wirken.

10.7 Limitationsanalyse der Arbeit
Im Folgenden sollen die Limitationen der Arbeit vor allem hinsichtlich methodischem Vorgehen

dargelegt und diskutiert werden.

10.7.1 Versuchstiere: Tiermodell und Anzahl der Versuchstiere

Tiermodelle sind notwendig, um grundlegende biologische Zusammenhénge zu untersuchen und
darauf aufbauend Erkenntnisse auch fiir den Menschen zu gewinnen. Die einfache Beschaffung
von Nagetieren, geringe Kosten bei der Haltung und die Verfiigbarkeit passender Materialien bei
der anschlieBenden Probenaufarbeitung (z.B. Antikdrper) sind Griinde fiir die experimentelle Ver-
wendung dieser Tiere (234). Auch fiir orthopéddische Fragestellungen hat sich als Tiermodell die
Ratte bewéhrt (214, 235, 236) und wurde deshalb auch hier als Versuchstier herangezogen. Das
exakte Tiermodell dieser Arbeit wurde von Preininger et al. etabliert (171), das Fixationsmodell
stammt von Strube et al. (170). Sie begriindeten ein geeignetes Modell fiir biologisch verzogerte
Knochenheilung allein anhand der Faktoren Alter, Geschlecht und Gebarfahigkeit. Damit wurden
bisherige Methoden (instabile Fixierung, kritische Osteotomiegrofe), die iiber nicht-biologische
Mechanismen zu einer Pseudarthrose fiihren, umgangen. Stattdessen riickten Faktoren, die natiir-
licherweise zu einem geringeren Heilungspotential und einem erhdhten Frakturrisiko fiihren, in
den Fokus. In ihrer Studie bestdtigten Preininger et al. die Hypothese, dass bei 12 Monate alten,
weiblichen Ex-Breeder Sprague-Dawley Ratten, die mindestens 3 mal geworfen hatten, eine 2 mm
breite Osteotomie, stabilisiert mit einem Fixateur Externe, 6 Wochen nach Operation in einer Pseu-
darthrose miindet, appliziert man ein natiirliches Blutgerinsel, in dem keine zusétzlich therapeu-
tisch angereicherten Zellen vorhanden sind. Vor diesem Hintergrund eignet sich das Tiermodell
fiir die Untersuchung von Therapien, die eine beeintriachtigte Heilung positiv beeinflussen sollen.
Die Applikation eines mit PBMCs angereicherten Himatoms in den Osteotomiespalt fiihrt zu ver-
gleichbaren Ergebnissen, wie die Behandlung mit einem natiirlichen Blutgerinsel (100, 136). Des-
halb wurde in der unmittelbaren Vorarbeit, auf der diese Arbeit aufbaut, die PBMC Gruppe als

Kontrollpopulation gewihlt. Damit wurde vermieden, dass ein eventuell positiver Effekt der
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CD31" Zellen auf Griinde zuriickgefiihrt wird, die mit einer Zell-Transplantation an sich assoziiert

sind (100). Dementsprechend wurde auch in der vorliegenden Arbeit verfahren.

Eine hohere Zahl an Versuchstieren wére wiinschenswert gewesen, um allgemeinere deskriptive
Aussagen iiber die Gewebsmorphologie zu treffen und um ein statistisch aussagekriftigeres Er-
gebnis zu erhalten. Gleichzeitig sollte aus tierschutzrechtlichen Griinden versucht werden, die Zahl

der euthanasierten Tiere auf das kleinst mdgliche Mal3 zu reduzieren.

10.7.2 Stark vaskularisiertes Muskelgewebe beeinflusste die Gefif3ziihlung

Unter Zuhilfenahme einer fest definierten ROI 1 fiir die GefdB3zédhlung fiel auf, dass die Hohe der
Gefdflanzahl vor allem mit der Menge an Muskelgewebe korrelierte, das in die ROI bzw. den
Osteotomiespalt hineinragte (siche Definition der ROI bei der a-SMA Férbung). Die Bedeutung
von Muskelgewebe kann aufgrund seiner Eigenschaften grundsitzlich als positiv fiir die Fraktur-
heilung eingeschitzt werden: Durch die Ndhe zum Knochen bzw. einer Fraktur, trigt es durch die
reiche Vaskularisierung zur lokalen Blutversorgung bei (237, 238), womit die hohen Differenzen
bei den verschiedenen Varianten der GefdBzahlung erkldrbar sind. Dariiber hinaus wird Muskel-
gewebe als Quelle fiir osteogene Stammzellen diskutiert, die vor allem dann relevant zu werden
scheint, wenn das Periost als grofite Herberge von Knochenvorlduferzellen im Rahmen einer
schweren Verletzung beschiadigt wird (237). Um jedoch sicherzustellen, dass im Osteotomiespalt
neugebildete Gefdlle betrachtet werden, deren Synthese durch die Applikation der transplantierten
Zellen stimuliert wurde, wurde das Muskelgewebe samt Gefd3en aus der Zdhlung ausgeklammert.
Die im Muskelgewebe vorhandenen Gefédfle haben zwar potentiell Einfluss auf die gesamte Hei-
lung. Da das Muskelgewebe jedoch intakt ist, sind die dort ansdssigen Gefdlle wahrscheinlich nicht

mit der Zelltherapie assoziiert und wurden deshalb von der Analyse ausgeschlossen.

10.7.3 Diskussion der Etablierungen der a-SMA Féirbung

Da das Ausmal} der Etablierung nicht zu Beginn ersichtlich war, wurden fiir diese zunéchst unsys-
tematisch Schnitte verwendet, die unbrauchbar fiir eine spétere Farbung waren. Im Nachhinein
wire es mit dem Wissen iiber die Schwierigkeiten im Etablierungsprozess sinnvoller gewesen,
Schnitte von nur einem Tier anzufertigen und alle Probeférbungen daran zu testen, um sie besser
vergleichen zu konnen. Am besten wire es aulerdem gewesen, die Etablierungen an Tieren durch-
zufithren, die zu einem Zeitpunkt getdtet wurden, zu dem mit groBBer Sicherheit schon Gefiale in

der ROI aufzufinden sind (Totungszeitpunkt > 7 Tage). Ob eine Féarbung erfolgreich war, konnte
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zwar durch die Farbung von Geféflen im umliegenden Muskelgewebe verifiziert werden. Da die
Férbung neu entstandener Gefdfle moglicherweise aber von diesen abweicht, wire es wiinschens-

wert gewesen, Gefdfle in der ROI nachzuweisen.

10.7.3.1 Spezifitiat von a-SMA als Gefiflmarker

In eukaryotischen Zellen existieren 4 verschiedene Actin-Protein-Isoformen: 2 vaskulére (a- und
v-SMA) und 2 B- und y-cytoplasmatische Actine (239). A-SMA wird durch das ACTA-2 Gen
kodiert und ist die Actin-Isoform, die vorherrschend in den glatten Muskelzellen von Gefd3wén-

den vorkommt (239), weshalb es sich gut als GefdBmarker eignet.

Die Endothelzellen der GefdBBe werden meist von zwei verschiedenen die GefdBwand bildenden
Zelltypen umkleidet: Perizyten und glatten GefaBmuskelzellen (vSMCs, vascular smooth muscle
cells) (240). Beide sind sich sowohl histologisch als auch biochemisch sehr dhnlich und deshalb
nur mit sehr spezifischen Markern voneinander zu unterscheiden (241). Kapillaren und post-ka-
pillire Venolen sind ausschlielich von Perizyten umgeben und weisen keine vSMCs auf (34,
241). GeféaBe hoherer Ordnung (Arteriolen, prekapilliare-Arteriolen und Venolen) werden dagegen
immer auch von vSMCs umschlossen (241), welche als Bestandteil ihres kontraktilen Apparats,
der der Kontraktion der GefiBwand dient, a-SMA beherbergen und deshalb mittels a-SMA-
Antikorper markierbar sind (242-244).

Im finalen Schritt der Angiogenese werden erste neu entstandene, kleine Kapillaren von Perizyten
umschlossen, die ihnen als stiitzendes Geriist dienen (34). Um diese kleinsten GefdBaste mit der
a-SMA Firbung ebenfalls anzufarben, miissten also auch Perizyten a-SMA positiv sein. Zwar
wird in der Literatur bereits linger {iber Perizyten als Mitspieler des kontraktilen Apparats des
GefiaBsystems und damit dariiber, ob sie a-SMA beherbergen, diskutiert (243), hierzu sind in der
Literatur jedoch immer noch keine abschlieenden Aussagen zu finden. In pre-kapilldren Arterio-
len und post-kapilldren Venolen scheint die Existenz a-SMA-positiver Perizyten bereits seit 1991
gesichert, deren Vorkommen an den tatsdchlichen Kapillaren jedoch noch zweifelhaft (245). Da-
neben zeigen neuere Forschungsergebnisse jedoch, dass Perizyten auf retinalen Mauskapillaren
ebenfalls a-SMA exprimieren (246). Auflerdem wird postuliert, dass ruhende Perizyten kein a-
SMA bilden, wihrend die Detektion von a-SMA positiven Perizyten vor allem in pathologischen
Kontexten wie Tumorgenese, Gewebsfibrose und Entziindungsreaktionen eine Rolle zu spielen
scheint (247, 248). Ob die Ergebnisse der Forschungen an Mausretinagefdf3en fiir die hier vorlie-

gende Arbeit gelten, ist nicht ohne zusétzliche histologische und biochemische Experimente, die
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a-SMA auch in Perizyten auf Kapillaren des Skelettsystems nachweisen, zu beurteilen. Es muss
daher angenommen werden, dass Gefdfle in einem sehr frithen Stadium, wenn sie ausschlieBlich
von Perizyten umschlossen sind, durch die a-SMA Féarbung mdglicherweise nicht markiert werden
konnten. Dies hat zum einen zur Folge, dass eventuell nur neu entstandene Gefalle hoherer Ge-
faBformationen mit in die Auswertung eingingen. Zum anderen ist 0-SMA unabhéngig vom Alter
der Gefidlle in den vSMCs von allen GefdBBen hoherer Ordnung nachzuweisen. Dies bedeutet, dass
auch Gefille angefirbt wurden, die moglicherweise als Detritus nach Osteotomie noch sichtbar
waren, ohne noch eine Versorgungsfunktion fiir die Frakturheilung zu haben. Da aus der Analyse
der Farbungen keine objektivierbaren Parameter fiir ausschlieBlich neu entstandene Geféal3e ableit-
bar waren (bspw. zu Gefdlkaliber, Lokalisation, Farbeintensitit, siche Deskriptive Auswertung
der a-SMA Férbungen) wurden alle in der ROI markierten, integren Gefdlle gezihlt. So kann zwar
eine Aussage iiber die Quantitdt der GefdB3e getroffen werden, jedoch nicht zu deren Qualitéit und
Beitrag zur Frakturheilung, da weder beurteilbar war, ob sie Produkt einer neu einsetzenden An-

giogenese waren, noch, ob sie ihrer Funktion noch nachkommen konnen.

10.7.3.2 Diskussion der unterschiedlichen Firbeansitze

Im Rahmen der Etablierungsprozesse fiir die immunhistochemische Geféf3farbung auf Kryoschnit-
ten sollte versucht werden, eine Balance zwischen unspezifischem Hintergrund einerseits und ei-
ner spezifischen Gefallfarbung andererseits zu finden. Um dies zu leisten, wurden diverse Schritte
im Farbeprotokoll modifiziert (siche Allgemeiner Ablauf der Immunhistochemie) Ziel jeder Fi-
xierung ist es, die Morphologie des histologischen Préaparats moglichst originalgetreu zu erhalten.
Die Behandlung von Proben mit PFA dient der Vernetzung von im Priparat vorhandenen (zellu-
laren) Strukturen mit dem Fixierreagens und sorgt dariiber fiir den Erhalt (die ,,Fixierung®) dieser
Strukturen auch nach Trennung des Gewebes vom lebenden Organismus (249). Je feinmaschiger
die Vernetzungen des Reagens mit den Strukturen des Préparats, desto besser bleiben diese erhal-
ten. Gleichzeitig fithren die Vernetzungsreaktionen jedoch auch zur Blockade von Bindungsstel-
len, an die ein Primédrantikdrper im Rahmen der Immunhistochemie anschlieend nicht mehr bin-
den kann (= ,,Maskierung* der Antigene) (249). Dies hitte zur Folge, dass ein gesuchtes Antigen,
wie a-SMA in der vorliegenden Arbeit, nicht durch den Primérantikorper detektiert werden kann
und die Farbung ungenau wird. Da auch im Rahmen dieser Arbeit eine Fixierung mittels PFA
sowohl direkt nach Entnahme, als auch teilweise kurz vor der Farbung durchgefiihrt wurde, war
es sinnvoll, den Effekt der Antigendemaskierung durch Hitzebehandlung mit Hilfe eines Druck-

kochtopfes zu evaluieren. Im Dampfdruckkochtopf wird feuchte Hitze erzeugt, die um 100° C bei
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pH-Werten von 1-10 zur erhdhten Permeabilitdt des fixierten Gewebes fiihrt, wodurch zuvor ver-
netzte Epitope auf den Schnitten freigelegt werden, die ein anschlieBend applizierter Antikorper
wieder detektieren kann (HIER-Methode, heat induced epitop retrieva) (249). Die genauen Wirk-
mechanismen sind noch nicht erforscht. Die Antigendemaskierung fiihrte trotz Antikorperverdiin-
nung von 1:100 (in Kombination mit anderen Modifikationen im Férbeprotokoll) jedoch nicht zu
einer spezifischeren Gefaf3fairbung. Im Gegenteil traten sogar Artefakte im Sinne einer unvollstan-
digen Anfiarbung von Gefdaen auf (Abbildung 18 A). Dies ldsst vermuten, dass die Kryopréparate
bzw. deren Fixierung auf einem Kryofilm, fiir diese Methodik zu sensibel und instabil und daher
ungeeignet sind. Der Demaskierungsschritt wurde vor diesem Hintergrund verworfen. Da die wei-
teren Modifikationen im Férbeprotokoll (Levamisol-Zugabe und endogener Biotin-Block) an an-
deren Stellen zur Qualitétssteigerung der Farbung ansetzen, ist es unwahrscheinlich, dass diese

den Antigendemaskierungsschritt beeintrachtigt haben.

Da die Verwendung von 2 %igem Normalserum nur in Kombination mit einem endogenen Bio-
tin-Block und gleichzeitiger Levamisol-Applikation zur Reduktion von unspezifischem Hinter-
grund fiihrte (Abbildung 18 A), ohne diese Zusdtze jedoch auch bei niedrigerer Antikdrperkon-
zentration ein stark gefdrbter Hintergrund zu konstatieren war (Abbildung 18 B), wurde
gemutmalft, dass eine hohere Konzentration des Serums von 5 % zu einer breiteren Blockade von
nicht gesuchten Antigenen fiihren und dadurch die unspezifische Hintergrundfarbung zusétzlich
abgeschwicht wiirde. Normalserum enthilt Antikdrper, die unspezifische Strukturen im Préparat
binden und somit Antigene besetzen, die eine unerwiinschte Bindung dieser Strukturen durch die
anschlieBend zugegebenen Primér- und Sekundérantikorper verhindern (250). Neben Antikorpern
sind auch Albumin und andere Proteine in Normalserum vertreten, die ebenfalls unspezifische
Proteinbindungen eingehen konnen und eine félschliche Bindung durch Primér- und Sekundéran-
tikorper reduzieren (250). Bei der Kombination von 5 %igem Normalserum und endogenem Bio-
tin-Block (Abbildung 18 D) erschienen die Schnitte nur leichtgradig stirker angefarbt als bei zu-
sdtzlicher Levamisolgabe (Abbildung 18 A), jedoch reduzierte sich der Hintergrund stark im
Vergleich zu den unbehandelten Préparaten (Abbildung 18 B), weshalb 5 %iges Normalserum

Einzug in das etablierte Verfahren erhielt.

Da in dieser Arbeit das gesuchte Antigen mittels Avidin-Biotin-basierter Methode sichtbar ge-
macht wurde, kam als Ursache fiir eine verstirkte Hintergrundfarbung auch die Bindung von en-
dogenem Biotin durch das Avidin des Avidin-Biotin-Komplexes in Frage. Auch, wenn als bio-

tinreiche Gewebe vor allem Leber, Niere, Darm und lymphatisches Gewebe gelten (249, 251)
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sollte einem ungenauen Férberesultat durch einen endogenen Biotin-Block vorgebeugt werden, da
zum einen Biotin auch in Knochen- und Knorpelzellen nachgewiesen werden konnte (252), zum
anderen durch die Methode der Kryoeinbettung moglicherweise mehr endogene Molekiile (wie
Biotin und alkalische Phosphatase) aktiv bleiben (253). Der endogene Biotin-Block erwies sich
im Rahmen der Etablierungsversuche als niitzlich, um den unspezifischen Hintergrund zu redu-
zieren. In Versuchen, in denen er ausgelassen wurde (Abbildung 18 B) erschienen die Préaparate
dunkel und von intensiver Hintergrundanfarbung begleitet. Der Zwischenschritt des endogenen

Biotin-Blocks wurde deshalb Teil des etablierten Verfahrens.

Neben endogenem Biotin kann auch das Vorhandensein endogener Enzyme die Anférbung von
unspezifischem Hintergrund bedingen. Diese konnen neben dem mit dem AB-Komplex zugege-
benen Enzym das Chromogen im Rahmen der Farbstoffentwicklung ebenfalls umsetzen und dar-
iiber zu falsch positiven Farbungen fiihren (249). In Knochengewebe ist natiirlicherweise die al-
kalische Phosphatase vorhanden, weshalb tiberpriift wurde, ob ihre Aktivitit einen Effekt auf die
Féarbung hat. Dazu wurde manchen Schnitten Levamisol zugegeben, das spezifisch die endogenen
alkalischen Phosphatasen im Préparat, nicht aber die mit dem Avidin-Biotin-Enzymkomplex hin-
zugegebenen, blockiert (254). In Kombination mit einem endogenen Biotin-Block erschien die
Applikation von Levamisol zunéchst vielversprechend (Abbildung 18 A), bei alleiniger Applika-
tion von Levamisol ergaben die Probeschnitte jedoch auch trotz einer hoheren Verdiinnung des
Primérantikorpers erneut einen intensiver angefarbten Hintergrund (Abbildung 18 C). Da fiir Pa-
raffinschnitte auBerdem angenommen wird, dass die alkalische Phosphatase durch die hitzeindu-
zierte Antigendemaskierung inaktiviert wird (249), spielte die Applikation von Levamisol nach
voriger Antigendemaskierung mittels Dampfdruckkochtopf mutmaBlich auch hier eine unterge-
ordnete Rolle. Der zunéchst auf Levamisol zuriickgefiihrte, positive Effekt auf den Hintergrund
wurde deshalb mit der Kombination der Methoden, die zu diesem Férbeergebnis fiihrten, begriin-
det. Unter gerade dieser Kombination litt jedoch die spezifische GefaB3firbung, sodass weiter nach

Alternativen gesucht werden musste.

Aus den vielfdltigen Ansétzen ergab sich ein im Vergleich bestes Férbeergebnis, wurden die
Schnitte an den entsprechenden Stellen im Féarbeprotokoll mit 4 %igem PFA fixiert, mit 5 %igem
Normalserum inkubiert und der a-SMA Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:100 unter Verwen-

dung eines endogenen Biotin-Blocks appliziert (Abbildung 18).
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10.8 Einordnung in den Gesamtzusammenhang und humanmedizinische Relevanz

Die Evidenzlage alternativer Methoden reicht in den meisten Fillen bisher nicht aus, um ihre ge-
nerelle klinische Anwendung zu rechtfertigen (siehe 6.4.4). Die Evaluation neuer Therapieansitze
fiir die Behandlung von Pseudarthrosen, wie sie in dieser Arbeit vorgenommen wurde, ist daher

weiterhin von groer Bedeutung.

10.8.1 Vorteile einer Zelltherapie mit CD31" Zellen

Einer der grofiten Vorteile der CD31* Zellen ist, dass sie im Gegensatz zu anderen Zellpopulatio-
nen (wie CD34" oder CD133" Zellen, siehe 6.4.4) leicht aus peripherem Blut gewonnen werden
konnen: Sie stellen unabhédngig von Geschlecht und Alter einen Anteil von 70-78 % an den Blut-

Lymphozyten dar (22), welche wiederum einen Anteil von 14-47 % an den Gesamt-Leukozyten-
zahl haben (255). Bei einer angenommenen Menge von wenigstens 4,1 X 106 Leukozyten/ml Blut
(255) entspricht dies einer absoluten Zahl von 5,74-19,27 x 105 Lymphozyten/ml. Setzt man die
geringste Menge an Lymphozyten voraus, also 5,74 x 105 Zellen/ml, entsprechen 70-78 % CD31*

Zellen daran 4,018-4,4772 % 105 Zellen/ml Blut. In priklinischen (145) und klinischen Studien

(144, 146) wurde herausgefunden, dass fiir eine effektive Zelltherapie von kritischer Beinischdmie

6
und femoraler oder tibialer Pseudarthrose mit CD34" Zellen 0,5 - 1 x 10 Zellen pro Kilogramm

Korpergewicht des Patienten notwendig sind. Dies entspricht bei einem 70 kg schweren Patienten
7
einer Menge von maximal 7 X 10 Zellen. Setzt man diese Menge als Basis fiir eine erfolgreiche

Zelltherapie voraus, bendtigte man demnach hochstens (7 x 107/ (0,04018 x 107)) =175 ml Blut,

um eine ausreichend grole Menge an CD31" Zellen zu erhalten. Wenigstens wiirden bei einer

Leukozyten Menge von 4,1 x 106 bereits 45 ml Patientenblut ausreichen. Dies ist verglichen mit
dem Blutvolumen, das fiir den Gewinn der gleichen Anzahl an CD34" Zellen, die nur einen Anteil
von 0,02 % am Blut haben (150), notwendig wire (ungefdhr 850 ml), eine geringe Menge (22).
Eine ausreichende Zellzahl zur Anwendung bei der Frakturheilung konnte fiir CD34* Zellen also
nur durch Mobilisierung von Zellen aus dem Knochenmark erreicht werden. Dies ist nicht nur
zeit- und kostenintensiv, sondern dariiber hinaus mit Nebenwirkungen durch die Stimulationsfak-

toren behaftet.

CD31" Zellen sind dagegen auch ohne vorige Stimulation ausreichend im peripheren Blut vorhan-
den und ein , korpereigenes Produkt®. In der Vorarbeit wurde aulerdem herausgestellt, dass die

Zellen ihre Heilungskapazitéten hinsichtlich angiogenem und osteogenem Potential im Alter nicht
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einbiiBen (22). Aus diesen Griinden konnte die Transplantation von CD31" Zellen autolog erfol-

gen.

Um eine Lagerung und den Transport der Zellen und damit assoziierte Risiken (Kontamination,
Zelltod) zu vermeiden, miissten die Zellen idealerweise direkt vor Operation, kurz nach der Ein-
leitung, entnommen und anschlieend in den Frakturspalt appliziert werden. Auch, wenn die
Zellaufreinigung in der vorliegenden Arbeit mehrere Stunden beanspruchte, wére durch automa-
tisierte Geréte in der Klinik eine ziigigere Gewinnung moglich. Ob dieses Vorgehen realistisch ist,
miisste klinisch evaluiert werden. Alternativ wire durch das Intervall zwischen Diagnosestellung
und tatsdchlicher Operation genug Zeit, um die Zellen peripher zu gewinnen und aufzubereiten.
Bei zweizeitigen Operationen, bei denen eine endgiiltige Versorgung des Bruchs erst sekundir,
nach Stabilisierung der Weichteilverhéltnisse, erfolgt, konnte die Therapie durch ausreichend Vor-
lauf regelhaft Anwendung finden. AuBler bei polytraumatisierten Patienten und innerhalb von we-
nigen Stunden zu versorgenden Notféllen, konnte also eine Applikation immer direkt zu Beginn
der Behandlung in den Frakturspalt erfolgen. Auf der Basis der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
scheint dies zum aktuellen Forschungszeitpunkt sinnvoll, da bereits frith das Matrix-Remodelling
durch die CD31" Zellapplikation positiv beeinflusst wird und der Entstehung einer Pseudarthrose
vorgebeugt werden kann. Folgeversuche, wie unter 10.6.3 vorgeschlagen, konnten die Grenzen

des Zeitfensters, in denen die CD31" Applikation erfolgen sollte, noch spezifizieren.

10.8.2 Erkennung von gestorten Heilungsverliufen und Privention

Eine der grofiten Schwierigkeiten bei der Behandlung und Vorbeugung von Pseudarthrosen liegt
nach wie vor in deren rechtzeitiger Erkennung und Diagnosestellung. Knochenabhingig ergeben
sich unterschiedliche Heilungsverldufe nach Frakturgeschehen, deren Scheitern nicht generell ab
einem bestimmten Zeitpunkt erkennbar ist und individuell betrachtet werden muss (256). AuB3er-
dem spielen der Grad des Knochenverlust, die Knochenqualitit, Unfallmechanismus, Weichteil-
verletzungen und Komorbiditdten des Patienten eine Rolle (113, 256). Abhilfe bei der Diagnose-
stellung einer Pseudarthrose mit gleichzeitiger Behandlungsempfehlung soll seit 2008 das NUSS
(non-union scoring system) schaffen, das von Calori et al. etabliert (257) und zuletzt von van Bas-
ten et al. als zuverldssig evaluiert wurde (258). Der Score zieht neben klassischer Rontgendiag-
nostik, Knochenqualitdt, Weichteilgewebestatus unter anderen auch patientenbezogene Merkmale
wie Komorbidititen, Gewohnheiten (Rauchen, Alkohol) und Medikation mit ein und beriicksich-
tigt damit bereits zum Teil Risikofaktoren fiir einen pathologischen Heilungsverlauf auf biologi-

scher Ebene.
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Zur genaueren Risikoeinschitzung wéren Parameter erstrebenswert, die neben der klinischen Di-
agnostik laborchemisch Aufschluss iiber die Heilungskapazitit des Organismus der betroffenen
Patienten geben konnten. Die CD8" Temra-Zellen wurden bereits mit einer verzogerten Knochen-
heilung assoziiert (99) und eignen sich mdglicherweise zu diesem Zweck. Vor diesem Hintergrund
wird in laufenden Studien ihre Tauglichkeit als Biomarker fiir einen beeintrachtigten Heilungsver-
lauf bei Patienten evaluiert und der Einfluss einer medikamentosen Hemmung dieser Zellen auf
die Frakturheilung getestet (113). Ein positives Ergebnis wiirde eine objektive Einschitzung des
Heilungsverlaufes verbunden mit einer rechtzeitigen Prévention ermdglichen. Die Applikation

von CD31" Zellen konnte eine der Praventionsformen sein, um Pseudarthrosen vorzubeugen.

10.8.3 Priiventiver Nutzen der CD31" Zellapplikation und mégliche klinische Anwendung

Aufgrund ihrer anti-inflammatorischen Effekte im Rahmen der Knochenheilung (22, 100) konnte
die Applikation der CD31" Zellen in den Frakturspalt die durch Temra Zellen bedingte {iberschie-
Bende Immunreaktion ausbalancieren und eine beeintrachtige Knochenheilung, wie sie in Zusam-
menhang mit einer prolongierten Entziindungsreaktion nachgewiesen wurde (18-20), verhindern.
Wie in der vorliegenden Arbeit dargestellt, beeinflussen die Zellen moglicherweise auch beim
Menschen bereits frithzeitig das Matrix-Remodelling und verhindern die Ausbildung einer Pseu-
darthrose schon in frithen Stadien. Eine Applikation direkt zu Beginn der operativen Frakturbe-
handlung scheint deshalb sinvoll. Da sich mit steigendem Lebensalter das Verhiltnis zwischen
CD31" Zellen und Temra Zellen im Hiamatom zu Gunsten der Temra Zellen verschiebt (100), konnte
auch diesem Effekt durch eine Transplantation entgegengewirkt werden (22). Eine Therapie mit
korpereigenen Zellen wiirde dariiber hinaus die Wahrscheinlichkeit fiir unerwiinschte Arzneimit-

telreaktionen reduzieren, wie sie etwa Folge einer medikamentdsen Therapie sein konnte.

Im Zentrum der Erkenntnisse dieser Arbeit steht der ldngere Erhalt des Frakturhdmatoms, der
moglicherwiese durch die CD31" Zellapplikation bedingt wird und im Modell fiir eine verzogerte
Knochenheilung den Heilungsverlauf positiv beeinflusst. In den géngigen klinischen Versor-
gungsstrategien von Frakturen halten die Erkenntnisse iiber osteoimmunogene Prozesse im Frak-
turspalt bisher nur wenig Einzug. Eine Operationstechnik, die der Bedeutung des initialen Frak-
turhdmatoms Rechnung trdgt und es als Herberge wichtiger initialer, osteoimmunogener
Signalwege fiir die Frakturheilung beriicksichtigt, ist die minimal-invasive Plattenosteosynthese
(MIPO) (19). Bei dieser Technik wird nach achsengerechter Reposition iiber eine kleine Inzision

eine Platte epiperiostal und submuskuldr am Knochen entlang geschoben (259). So bleibt die na-
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tiirliche Knochendeckung und damit auch das initiale Frakturhimatom und die vaskulére Versor-
gung des Knochens insbesondere bei extraartikuldren diaphysiren Frakturen erhalten (19). Auch
in dieser Arbeit scheint der ldngere Erhalt des Frakturhdmatoms — in gewissen Grenzen — einen
positiven Effekt auf die Knochenheilung zu haben und unterstreicht die Bedeutung des Himatoms
als Initiationsort einer erfolgreichen Heilung. Um die dem Hédmatom inhérenten Heilungskapazi-
tdten zu ergénzen, erscheint eine Kombination der MIPO Technik mit der Applikation der CD31"
Zellen sinnvoll. Bei der MIPO Technik, bei der der Frakturspalt nicht direkt freigelegt wird, konn-
ten die Zellen beispielsweise perkutan in den Frakturspalt eingespritzt werden und dadurch die

Frakturheilung positiv beeinflusst werden.
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schlidgen aus soziologischer Perspektive erleichtert hat und auch ehrlich sagte, wann es mal reicht
und sowieso von Beginn an immer da war. Genauso selbstverstindlich ,,immer da*“ waren Alina,
Ann-Kathrin, Laura, Josefa und Helena, die dafiir gesorgt haben, dass hoffentlich nicht zu viele
Rechtschreibfehler in dieser Arbeit auffindbar sind und der Text einigermallen verstindlich blieb.
Vielen Dank auch Julia Knopf fiir deine wertvollen fachlichen Hinweise, die mir gerade zum Ende
hin an vielen Stellen nochmal neuen Anstofl gegeben haben. Danke an Marian, der bei jedem
Besuch in meinem Zimmer meine gerade gedffneten Abbildungen kommentierte, wahrend er mich
mit dem Flimmern der Schreibtischlampe wahnsinnig gemacht hat — ich war durch deinen uner-
miidlichen Eifer kurz davor ein Rastersystem anzulegen und den Blocksatz aufzugeben. Danke
auch an alle, die in etwas weiterer Entfernung zur Arbeit die ganze Zeit in Gespréchen fiir mich
da waren: Felix, Darius, Marielle, Lisa, T(h)eresa, Maya.

An meine Eltern und Familie: Ich kann euch leider nicht Danke sagen, ohne, dass es gleich klingt,
als wiirde ich meinen letzten Willen formulieren: Danke fiir alles. Die Selbstverstiandlichkeit, mit
der ihr immer da gewesen seid, in jeder Phase dieser Arbeit, ist gerade nicht selbstversténdlich.
An Michael: Es tut mir leid - ich habe zu lange gebraucht. Ich bringe dir trotzdem ein Exemplar
vorbei. Du bleibst unvergessen.
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