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Abstrakt

1 Abstrakt

Frakturen gehen immer auch mit der Schadigung des angrenzenden, vorwiegend aus
Skelettmuskulatur aufgebauten Weichteilmantels einher [117].

Eine erfolgreiche Therapie von Frakturen richtet sich deshalb vor allem nach der
korrekten Einschatzung und Behandlung des begleitenden Weichteilschadens [66, 68,
89, 97].

Fehleinschatzungen der Weichteilsituation kdnnen dagegen zu schwerwiegenden
Komplikationen bis hin zum Tod des Patienten fihren [117].

Gelange es jedoch, den pathogenetischen Einfluss der begleitenden
Weichteilverletzung auf die Frakturheilung aufzudecken, liel3en sich neue spezifische
Therapieansatze entwickeln, die mit einer Verminderung der Komplikationsrate
einhergehen.

Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, Kenntnisse darliber zu gewinnen,
inwieweit sich ein zusatzlicher Weichteilschaden auf die zellulare Reaktion von
Granulozyten, Makrophagen, Osteoblasten und Osteoklasten sowie auf die
Einsprossung von Gefalien wahrend der Frakturheilung auswirkt.

Dazu wurde bei jeweils sechs méannlichen Sprague--Dawley-Ratten am distalen linken
Unterschenkel entweder eine separate, schwere geschlossene Weichteilschadigung,
eine isolierte Fraktur oder die Kombination beider Verletzungen induziert. Sechs Tiere
dienten als Kontrollgruppe und blieben unverletzt. Nach Ablauf von unterschiedlichen
Zeitrdumen (24 Stunden, 48 Stunden, eine Woche, drei Wochen) wurden die Tiere
getotet, ihre linken Unterschenkel entnommen, Langsschnitte der Tibiae gefertigt und
diese mittels ABC-Methode immunhistologisch auf die Prasenz von Granulozyten,
Makrophagen, Osteoblasten und Gefal3en sowie mittels TRAP-Farbung auf das
Vorhandensein von Oteoklasten hin untersucht.

AnschlieRend wurden die Ergebnisse innerhalb festgelegter Untersuchungsbereiche
jeweils fur das Periost, den periostalen sowie den endostalen Kallus quantitativ
ausgewertet.

Die Auswertung der immunhistologischen Analysen des Periosts zeigten innerhalb der
ersten 48 Stunden nach Intervention unabhangig vom Verletzungsmuster insgesamt

eine Erhéhung der Granulozyten-, Makrophagen und Gefal3anzahl.
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Zusatzlich konnte hier eine deutliche Zunahme der frakturbedingten Gefal3einsprossung
durch die zusatzliche Weichteilschadigung festgestellt werden.

Dagegen war wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums nur eine geringe Anzahl
von Osteoblasten sowie ein volliges Fehlen von Osteoklasten im verletzten Periost
erkennbar.

DarUber hinaus zeigte die Analyse des Kallus unabhangig vom Interventionsmuster
jeweils eine deutliche Prasenz von Granulozyten, Makrophagen, Gefal3en,
Osteoblasten sowie Osteoklasten. Eine Einflussnahme der zuséatzlichen
Weichteilschadigung auf die frakturbedingte zellulare sowie vaskulare Reaktion konnte
dabei jedoch nicht festgestellt werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen lassen sich Forschungsansatze erarbeiten, die den
pathogenetischen Einfluss einer schweren Weichteilschadigung auf die Frakturheilung
weiter aufklaren und dadurch zukinftig zu einer Verbesserung der Heilungsergebnisse

fuhren.
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2 Abstract

Fractures are always accompanied by damage to the adjacent soft tissues, which are
predominantly composed of skeletal muscle [117].

Successful treatment of fractures therefore depends primarily on correct assessment
and treatment of the soft tissue injury [66, 68, 89, 97].

Incorrect treatment of the soft tissues, on the other hand, can lead to serious
complications and even death of the patient [117].

However, new specific therapeutic approaches can be developed if the pathogenetic
soft tissue injury on fracture healing is identified. That would mean a reduction of
complications.

Therefore, to gain knowledge about the extent to which additional soft tissue damage
affects the cellular response of granulocytes, macrophages, osteoblasts, osteoclasts
and the sprouting of vessels during fracture healing was the aim of the presented work.
For this purpose, six male Sprague--Dawley rats were divided into three groups. One
group was induced a separate severe closed soft tissue injury, one group was induced
an isolated fracture and the last group was induced a combination of both injuries on the
distal left lower leg. Six animals served as controls and remained uninjured. At the end
of different time periods (24 hours, 48 hours, one week, three weeks), the animals were
killed, their left lower legs were removed, longitudinal sections of the tibiae were made,
and these were examined immunohistologically for the presence of granulocytes,
macrophages, osteoblasts and vessels by ABC method and for the presence of
oteoclasts by TRAP staining.

Subsequently, the results were quantitatively examined within defined areas in which
the periosteum, the periosteal callus and the endosteal callus were analyzed.
Immunohistochemical analysis of the periosteum showed an overall increase in the
number of granulocytes, macrophages and vessels within the first 48 hours after
intervention, regardless of the kind of injury.

In addition, a significant increase in fracture-related vascular sprouting due to the
additional soft tissue damage was observed here.

In contrast, only a low number of osteoblasts and a complete absence of osteoclasts

were observed in the injured periosteum throughout the study period.
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Furthermore, the analysis of the callus showed an increased number of granulocytes,
macrophages, vessels, osteoblasts as well as osteoclasts in each case - regardless of
the kind of injury. However, an influence of the additional soft tissue injury could not be
found, neither to the fracture-related cellular nor to the fracture-related vascular
response.

Based on these results, further research can develop new approaches to understand
the pathogenetic influence of severe soft tissue damage on fracture healing and thus

lead to an improvement of healing results in the future.
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3 Einleitung

3.1 Allgemeines

Frakturen stellen im Gesundheitswesen ein ernst zu nehmendes Problem dar. So
wurden in der Bundesrepublik Deutschland allein im Jahr 2021 insgesamt 685714
Patientinnen oder Patienten aufgrund von Frakturen stationar aufgenommen und
behandelt [103].
Mit Ausnahme pathologischer Ursachen wie Osteoporose, Osteomalazie oder
Knochenmetastasen entsteht jede Fraktur durch aul3ere Gewalteinwirkung und ist somit
fast immer von einer zusatzlichen Schadigung des angrenzenden, vorwiegend aus
Skelettmuskulatur aufgebauten Weichteilmantels begleitet [113].
Dabei beeinflusst der begleitende Weichteilschaden die Frakturheilung negativ. Gerade
schwere, ausgedehnte Weichteilverletzungen fihren haufig zu Komplikationen wie
Infektion, verzégerter Knochenregeneration oder Pseudarthrose [21, 30, 46].
Daruiber hinaus besteht insbesondere bei Unterschenkelfrakturen die Gefahr einer
sekundaren Weichteilschadigung in Form des Kompartmentsyndroms der
Skelettmuskulatur [51, 108]. Hierbei kommt es zur Gewebedruckerhéhung in den
anatomisch durch Faszien geschlossenen Muskelkompartimenten, sowie einer daraus
resultierenden lokalen Mikrozirkulationsstérung [51, 108]. Die Folgen sind ischamische
Schadigungen an Nerven und Muskeln bis hin zum vollstdndigen Verlust der
neuromuskularen Funktion [42, 51]. Unbehandelt kann das Kompartmentsyndrom
schwerwiegende Komplikationen wie eine Volkmann-Kontraktur oder den
Extremitatenverlust verursachen und durch systemische Auswirkungen sogar zum Tod
des Patienten filhren [51, 64].
Von daher besitzt der zusatzliche Weichteilschaden zentrale Bedeutung fur das
Frakturmanagement. So richtet sich die Wahl eines geeigneten Behandlungskonzeptes
nicht nur nach dem knéchernen Defekt [68]. Vielmehr bestimmen das Ausmald und der
Schweregrad des begleitenden Weichteilschadens mafigeblich tber die therapeutische
Strategie sowie den weiteren Heilungsverlauf [66, 89, 97].
Dabei basiert das Behandlungsergebnis im Wesentlichen auf einer moglichst genauen
Beurteilung und davon abgeleiteten konsequenten Therapie der Weichteilverletzung
[36, 42, 112]. Hierzu erfolgt in Abh&ngigkeit vom Zustand des Hautmantels im
8
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geschadigten Gebiet zunachst eine Einteilung in offene und geschlossene Frakturen
[80, 113]. Fur beide Formen stehen bisher mehrere Klassifikationssysteme zur
Verfigung, mit deren Hilfe das Ausmalf} sowie der Schweregrad des Weichteilschadens
in Bezug auf den kntchernen Defekt beurteilt und daraus die jeweils geeignete
Behandlung abgeleitet werden kann [36, 80].
Trotzdem gestaltet sich eine genaue Einschatzung der Weichteilverletzung zur
Festlegung des therapeutischen Regimes im Kklinischen Alltag héaufig als
aul3erordentlich schwierig [42]. Insbesondere bei geschlossenen Frakturen bleibt die
Beurteilung des Weichteilschadens aufgrund dessen Unzuganglichkeit hauptsachlich
auf indirekte, erst sekundar entstehende Zeichen wie Schwellungen, Hautnekrosen,
Spannungsblasen, Mikrozirkulationsstérungen und Anderungen im peripheren
Neurostatus beschrénkt, so dass er initial hdufig unterschéatzt oder sogar ignoriert wird
[42, 51, 64, 67, 68]. Dabei wirft der geschlossene Weichteilschaden unter Umstanden
sogar groRere therapeutische Probleme auf als etwa die HautdurchspieBung einer
offenen Fraktur [42, 67, 68]. So kdnnen bereits einfache Hautkontusionen zur Nekrose
mit anschlieRender Infektion fihren und dadurch schwerwiegende Komplikationen
wahrend der Behandlung verursachen [64, 67, 68]. Aber auch bei offenen Frakturen ist
die Weichteilverletzung nicht immer von vornherein klar einzuschéatzen. Zwar besteht
hier eine vollstandige Kontinuitatsdurchtrennung der Hautbarriere im Bereich des
knéchernen Defektes. Jedoch kénnen geschadigte Weichteile trotzdem zum Teil unter
noch intaktem Gewebe verborgen liegen und deren genaue Beurteilung deshalb
letztendlich erst im Rahmen der chirurgischen Versorgung erfolgen [42].
Zur initialen Bewertung des Weichteilschadens offener sowie geschlossener Frakturen
mussen von daher zunachst indirekte Zeichen wie &ul3eres Erscheinungsbild,
Unfallmechanismus aber auch klinische und réntgenologische Befunde herangezogen
werden [36, 64]. So lassen beispielsweise ausgedehnte Fragmentdislokationen, starke
Knochenzertrimmerungen oder Fremdkorper- und  Lufteinsprengungen im
konventionellen Roéntgenbild bereits Rickschlisse auf das Vorhandensein bzw. den
Schweregrad einer Weichteilverletzung zu [42, 64, 67, 68]. Die exakte Einteilung des
Fraktur begleitenden Weichteilschadens in entsprechende Klassifikationssysteme ist
jedoch letztendlich nur intraoperativ moglich [64].
Das Management offener und geschlossener Frakturen erfordert Wissen, Erfahrung
sowie ein klares, prioritatenorientiertes Therapiekonzept [42]. Der Behandlungserfolg
9
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wird dabei im Wesentlichen vom Ausmald bzw. Schweregrad des zusatzlichen
Weichteilschadens bestimmt [36, 97]. So gehen beispielsweise Unterschenkelfrakturen,
die zumeist von erheblichen Weichteilverletzungen begleitet werden, mit einer
vergleichsweise hohen Rate an Infektionen und Knochenheilungsstérungen einher [35,
108, 118].
Durch verbesserte Osteosyntheseverfahren in Verbindung mit der Erkenntnis, dass
dem frihzeitigen Management des geschadigten Weichteilmantels hochste Prioritat
zukommt, liel3 sich die Komplikationsrate hier in den letzten Jahren zwar bereits
deutlich reduzieren [35]. Dennoch fuhrt der Fraktur begleitende Weichteilschaden
immer noch zu komplexen diagnostischen und therapeutischen Problemen [118].
Bis heute ist unklar, Uber welche spezifischen Pathomechanismen eine
Weichteilverletzung die Frakturheilung negativ beeinflusst.
Moglicherweise fuhrt der begleitende Weichteilschaden zu direkten zellularen
Veranderungen im Bereich des verletzten Knochens Dabei ist denkbar, dass es zu
einer vermehrten Anflutung inflammatorischer Zellen kommt, die als unmittelbare
Antwort auf traumatische Veradnderungen in den Frakturspalt entlassen werden. Im
Einzelnen sind hier vor allem Granulozyten und Makrophagen von entscheidender
Bedeutung. Gleichzeitig ist eine verletzungsbedingte Beeinflussung auf Zellen des
Knochenstoffwechsels vorstellbar. So fuhrt der zuséatzliche Weichteilschaden
moglicherweise zu einer gesteigerten Bildung von Osteoklasten und Osteoblasten, die
als Knochen abbauende bzw. aufbauende Zellen wesentlich in den Prozess der
Frakturheilung involviert sind.
DarlUber hinaus kénnte sich der begleitende Weichteilschaden negativ auf die vaskulare
Situation im Frakturgebiet auswirken. Gefafl3e sind im Rahmen reparativer Vorgange
allgemein als Quelle fur nutritive Substanzen und Sauerstoff von ausschlaggebender
Bedeutung. Insofern ist es denkbar, dass eine traumatisch bedingte Reduktion der
Vaskularisierung durch die zusatzliche Weichteilschadigung zur Minderversorgung des
Frakturgebietes sowie einer damit verbundenen verzdgerten oder ausbleibenden
Knochenbruchheilung fuhrt.
Zusatzlich ist die indirekte Einflussnahme des begleitenden Weichteilschadens auf den
Regenerationsprozess wahrscheinlich.
Dabei kommt dem Periost eine zentrale Bedeutung zu. Es bildet die Grenze zwischen
Knochenmatrix und Skelettmuskulatur und ist als Gefal3- sowie Nerven fuhrendes
10
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Gewebe entscheidend an der Aufrechterhaltung des Knochenstoffwechsels beteiligt.
Sowohl dessen anatomische Lage als auch seine enge funktionelle Verknipfung mit
dem Knochen lassen Rickschlisse auf Mechanismen zu, die sich negativ auf den
Verlauf der Frakturheilung auswirken kénnen. Dabei ist eine zusatzliche Ruptur des
Periosts infolge der begleitenden Weichteilschadigung und die damit verbundene
Veranderung der Stoffwechsellage im Frakturgebiet ebenso denkbar wie eine
unmittelbare Beeinflussung des Muskeltraumas auf die zellulare sowie vaskulare
Situation des intakten Periosts.

So bleibt der Einfluss eines schweren Weichteiltraumas auf Dauer und Qualitat der
Frakturheilung bis heute auf Hypothesen gestutzt.

Gelange es jedoch, die dem Weichteilschaden zugrundeliegenden zellularen und
vaskularen Veranderungen im Frakturgebiet zu identifizieren, kdnnten neue, spezifische
Therapieansatze entwickelt werden, die zu einer Verringerung von Komplikationen wie
ausbleibender oder unvollstandiger Frakturheilung und somit insgesamt zur

Verbesserung der Prognose des Patienten fuhren.

3.2 Der Bewegungsapparat

3.2.1 Die Skelettmuskulatur

Mit einem Anteil von durchschnittlich 40 % bis 50 % am Gesamtkorpergewicht ist die
Skelettmuskulatur das weitaus schwerste menschliche Organ [39, 93]. Sie bildet den
aktiven Teil des Bewegungsapparates und dient vor allem dem Ablauf willkirlicher
Bewegungen, aber auch der Fixierung von Korperhaltung sowie Gelenkstellung [109].
Die Skelettmuskulatur besteht aus etwa 220 Einzelmuskeln unterschiedlicher Form und
Grolke [93].

An den einzelnen Skelettmuskeln werden ein unterschiedlich geformter Bauch (Venter)
sowie die meist deutlich diinneren Sehnen voneinander unterschieden [93, 109].

Der Venter besteht aus Skelettmuskelzellen und Bindegewebe [109].
Skelettmuskelzellen kénnen &hnlich wie Nervenzellen chemisch sowie elektrisch erregt
werden. lhre Spezialisierung besteht hierbei darin, dass sie infolge der Erregung zur

aktiven Verklrzung (Kontraktion) befahigt sind [93].
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Aufgrund dieser Besonderheit werden bei Skelettmuskelzellen einzelne Bestandteile
anders benannt als sonst Ublich [109]. So heif3t das endoplasmatische Retikulum hier
sarkoplasmatisches Retikulum, beim Zytoplasma spricht man vom Sarkoplasma und die
Zellmembran wird als Sarkolemm bezeichnet [41, 93, 109].
Skelettmuskelzellen gehdren zu den grofdten Zellen des menschlichen Kérpers [93]. Sie
sind Ublicherweise schlauchférmig und haben einen Durchmesser von 20-100 um. Die
Lange der Skelettmuskelzellen kann bis zu 10 cm betragen. Aus diesem Grunde
werden sie auch als Fasern oder Skelettmuskelfasern bezeichnet [93].
Charakteristisch fur Skelettmuskelzellen sind ihre zahlreichen Zellkerne (ca. 50-100
Kerne/mm Lange), die sich unmittelbar unterhalb des Sarkolemms befinden [41, 93,
109].
Diese sehr hohe Kernzahl entsteht im Embryonalstadium durch Fusionierung von
mehreren hundert einkernigen Myoblasten (Vorlauferzellen der Muskelzellen) zu einem
Synzytium [39, 41, 93]. Den Skelettmuskelzellen liegen aul3en, zwischen Sarkolemm
und Basallamina, einige sehr schmale spindelformige, bis zu 100 pm lange
Satellitenzellen auf, die als aus der Embryonalentwicklung erhalten gebliebene
Myoblasten angesehen werden konnen [39, 93]. Satellitenzellen sind dazu befahigt,
sich zeitlebens zu teilen. Sie kénnen mit bereits vorhandenen Skelettmuskelfasern
verschmelzen oder neue Fasern bilden und sind somit in begrenztem Malle an
Wachstum, Regeneration sowie Hypertrophie von Skelettmuskelzellen beteiligt [39, 93].
Das Sarkoplasma der Skelettmuskelfasern ist fast vollstandig mit speziellen
Eiweil3strukturen (Myofibrillen) ausgefullt [41, 93, 109].
Myofibrillen bestehen aus dinnen Aktin- sowie dicken Myosinfilamenten [41, 93]. Sie
sind parallel zueinander entlang der Langsachse von Skelettmuskelzellen angeordnet
und durch quer verlaufende Trennwénde (Z-Scheiben) in zahlreiche, etwa 2,5 um lange
Einheiten (Sarkomere) gegliedert [93] (siehe Abbildung 3-1).
Diese regelmafige Anordnung zeigt sich lichtmikroskopisch als gleichmallige Hell-
Dunkel-Banderung, welche dem Skelettmuskel auch die Bezeichnung quer gestreifter
Muskel zugetragen hat [93].
Myofibrillen stellen den Ausgangspunkt fir das Kontraktionsvermégen der
Skelettmuskelzellen dar [93, 109]. Die Muskelkontraktion beruht auf einem
Gleitfilamentmechanismus. In dessen Verlauf gleiten Aktin- sowie Myosinfilamente
unter Energieverbrauch (ATP) aneinander vorbei und die beiden Z-Scheiben eines
12
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Sarkomers nahern sich einander. Dabei verkirzt sich jedes einzelne Sarkomer. Aktin-
sowie Myosinfilamente behalten jedoch ihre urspringliche Lange [93].

Skelettmuskelfasern sind eng

mit Bindegewebe verknipft [93].

e o SR .. Dabel bilden

; Muskelbindegewebe und

f}.;‘.’ﬁl , | e Fasern eine

Sekundarbindel R Funktionsgemeinschaft [93,

) perimysiominemnom 131]. Das  Bindegewebe ist in

ST Eorm von Hiillen angeleqgt,

welche den Muskel unterteilen.

Es Ubernimmt als GefalRe sowie
etk a > Nerven fiihrendes Gewebe die
sussvolll ) i ‘ e Versorgung und ermdglicht,
dass sich Skelettmuskelfasern
- U ( /™ motorischen EEEEN 1 frei untereinander verschieben

£ Kapillare > alliern :,"”';-_ || konnen. Dartiber hinaus
s e ~  vermindert das
’ » Muskelbindegewebe durch
Herabsetzen des

a

Reibungswiderstandes den
Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des kraftverlust wahrend der
Skelettmuskels (Quelle Schiinke [93])

Kontraktion [93].
Abbildung lizensiert durch Thieme Verlag

Die meisten Skelettmuskeln werden auf3en von einer als Muskelfaszie oder Fascia
musculorum bezeichneten Hulle aus straffem Bindegewebe umschlossen [93, 131]. Sie
halt den Muskel zusammen und ermdglicht ihm, sich gegen seine Umgebung zu
verschieben [93].

In Muskelfaszien sind die Kollagenfaserbiindel des Bindegewebes scherengitterartig
angeordnet [93, 131]. Diese netzartige Struktur gewahrleistet, dass sich der
Skelettmuskel an seine mit dem Kontraktionszustand wechselnde Form anpassen kann
[131].
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Einzelne Skelettmuskeln sind jeweils von Einzelfaszien umhdllt. Dartiber hinaus werden
im Bereich der Extremitdten haufig genetisch und funktionell einheitliche
Muskelgruppen durch eine Gruppenfaszie zusammengeschlossen [93, 131].
Gruppenfaszien stof3en meist in Form von Bindegewebssepten (Septa intermuscularia)
aneinander, die mit dem Knochen verankert sind. Auf diese Weise bilden
Gruppenfaszien, Septa intermuscularia und Knochen nicht dehnbare osteofibrose
Kanale (Kompartimente), in denen sich Muskeln, Nerven sowie Gefal3e befinden [93,
131].

Unmittelbar unter der Muskelfaszie liegt das Epimysium (gr. epi, auf + mys Muskel) [41,
93, 131]. Hierbei handelt es sich um eine Schicht aus lockerem Bindegewebe, welche
die Faszie mit dem Skelettmuskel verbindet. Sie enthalt groRere Blut- und
Lymphgefalie, sowie versorgende Nervenfasern [93].

Vom Epimysium aus erstrecken sich diinne Bindegewebssepten ins Innere des Muskels
[93, 131]. Diese schlieBen als Perimysium (gr. peri, um herum) einzelne
Skelettmuskelfasern zu gréReren Sekundar- sowie kleineren Primarbindeln zusammen
[93, 131].

Dabei werden die als Sekundarbindel oder Fleischfasern bezeichneten, mehrere
Millimeter dicken und mit bloBem Auge noch gut sichtbaren Bindel von Fasern durch
das Perimysium externum zusammengeschlossen [93]. In seinem lockeren
Bindegewebe verlaufen Aufzweigungen der GefdaRe und Nerven, die so bis zum
Muskelinneren gelangen [93].

Sekundarbindel werden durch bindegewebige Abspaltungen des Perimysium externum
weiter in Primarbundel untergliedert. Sie besitzen einen mittleren Querschnitt von ca. 1
mm? und enthalten beim Erwachsenen etwa 250 Fasern. Primarbiindel sind wiederum
jeweils durch das Perimysium internum zusammengefasst [93].

Einzelne Skelettmuskelfasern werden schlief3lich vom Endomysium (gr. endo, innen)
umsponnen [39, 41, 93, 131]. In dieser zarten Bindegewebsschicht verlaufen zahlreiche
Kapillaren, Lymphgefal3e, sowie Endaufzweigungen der Nerven mit ihren motorischen
Endplatten [41, 93].

Die Sehnen eines Skelettmuskels bestehen im Wesentlichen aus zugfesten
Kollagenfaserbiindeln [93, 109]. Diese heften sich am Knochen bzw. an Strukturen des

Muskelbindegewebes (z.B. Faszien, Septa intermuskularia) fest und Ubertragen die
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beim Kontraktionsvorgang entstehende Zugkraft direkt oder indirekt vom Muskel auf
das Skelett [93, 109, 131].

So stellt die Skelettmuskulatur eine Funktionsgemeinschaft aus Muskelzellen,
Bindegewebe und Sehnen dar, welche den Ablauf willkirlicher Bewegung ermdglicht.

3.2.2 Knochen

Knochen nehmen ca. 10 % vom menschlichen Kérpergewicht ein. Dabei bilden etwa
200 Einzelknochen das Skelett aus, welches den passiven Teil des
Bewegungsapparates darstellt [93].

AulRerdem bieten Knochen zentralem Nervensystem sowie Thoraxorganen
mechanischen Schutz, dienen als Bildungsort fir Blutzellen und fungieren dartber
hinaus als Speicher fur Kalzium- sowie Phosphationen [41].

Die einzelnen Knochen des menschlichen Skelettes sind verschieden geformt. In
Abhéangigkeit von ihrem &uf3eren Erscheinungsbild lassen sich hierbei lange (z. B.
Rohrenknochen der freien Extremitaten), kurze, platte sowie unregelmafiige Vertreter
voneinander unterscheiden [93].

Knochengewebe ist nach dem Zahngewebe die harteste Substanz des menschlichen
Organismus [93]. Trotz seiner grof3en physikalischen Harte besitzt es dabei jedoch
zeitlebens die Fahigkeit, sich durch permanente Umbauprozesse an unterschiedliche
mechanische Beanspruchungen funktionell anzupassen [41, 93, 109].

Histologisch stellt das Knochengewebe einen Verband von Osteozyten (Knochenzellen)
dar, der allseitig von Extrazellularmatrix umgeben wird [93].

Die Matrix ist aus etwa 30 % organischen sowie 70 % anorganischen Bestandteilen
zusammengesetzt [93, 109].

Der organische Anteil wird dabei zu 95 % von Kollagen-I-Fasern gebildet [41, 109]. Die
verbleibenden 5 % entfallen hier im Wesentlichen auf Proteoglykane sowie
Glykoproteine [41].

Zu den anorganischen Bestandteilen gehdren vor allem Kalzium und Phosphat [41, 93,
109]. Diese sind hauptsachlich in Form von Hydroxylapatitkristallen (Caio(PO4)s(OH)2)
entlang der Kollagenfasern des organischen Matrixanteils angeordnet und verleihen

dem Gewebe seine grol3e physikalische Harte [41, 93, 109].
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Dariiber hinaus kommen in wachsendem sowie im Umbau befindlichen
Knochengewebe zusatzlich noch Osteoblasten und Osteoklasten vor [93].

Bei Osteoblasten handelt es sich um Knochen bildende Zellen [93, 109]. Diese
produzieren den auch als Osteoid bezeichneten organischen Anteil der kndchernen
Extrazellularmatrix [41, 93, 109].

Osteoblasten entstehen durch Differenzierung von mesenchymalen Vorlauferzellen und
liegen dort, wo Knochengewebe gebildet wird, im epithelartigen Verband
(Osteoblastenfront) vor [93]. Sie besitzen ein gut ausgepragtes endoplasmatisches
Retikulum. Hier werden die Bestandteile des Osteoids synthetisiert, dann im Golgi-
Apparat modifiziert und verpackt, sowie anschlielend ohne vorherige Speicherung
(konstitutiv) sezerniert [41]. Wahrend dessen mauern sich die Osteoblasten zunehmend
in das neu produzierte Osteoid ein und differenzieren zu Osteozyten [93, 109].

Durch nachfolgende Einlagerung von Kalzium sowie Phosphat entlang der
Kollagenfasern des Osteoids (Mineralisation, Verkalkung) entsteht schlie3lich neues
Knochengewebe [41, 93, 109].

Die Mineralisation der organischen Matrix erfolgt ebenfalls mithilfe von Osteoblasten.
Dabei findet die Einlagerung des Kalziumphosphates in zwei Phasen statt. In der ersten
als vesikular bezeichneten Phase werden etwa 30-200 nm grof3e mit Kalzium geflllte
Matrixvesikel aus der apikalen Membran der Osteoblasten in die neu gebildete
Kollagenmatrix freigesetzt.

Anschlielend binden die positiv geladenen Vesikel an die negativ geladenen
sulfatierten Proteoglykane der organischen Matrix.

Danach kommt es zum Abbau der Proteoglykane und einem nachfolgenden Ausgleich
des Kalziumiberschusses in den Vesikeln. Daneben werden phosphathaltige
Verbindungen durch von den Osteoblasten freigesetzte Alkalische Phosphatase
abgebaut. Die durch den Abbau entstehenden Phosphationen gelangen nun ins Innere
der Matrixvesikel wo sie zusammen mit den Kalziumionen Hydroxylapatitkristalle bilden.
Mit zunehmender Hydroxylapatitbildung tritt die zweite als fibrillar bezeichnete Phase
ein. Durch den Anstieg der Hydroxylapatitkonzentration zerrei3en die Matrixvesikel und
Hydroxylapatit wird in die neu gebildete anorganische Knochenmatrix freigesetzt [28,
125].
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Der Abbau von Knochengewebe erfolgt dagegen durch Osteoklasten [41, 93, 109].
Hierbei handelt es sich um bewegliche vielkernige Riesenzellen, die bei einem
maximalen Durchmesser von 100 pm bis zu 50 Zellkerne enthalten kdnnen [41, 93,
109]. Sie entstehen durch Fusionierung sowie anschliel3ender Differenzierung von aus
dem Blut eingewanderten Monozyten [41, 93].

Aktive Osteoklasten stehen in engem Kontakt zur Knochenmatrix und bilden an deren
Oberflache Resorptionshdhlen (Howship-Lakunen). Hier findet der Abbau des
Knochengewebes statt [93].

In den Resorptionshéhlen herrscht ein saures Milieu vor. Als Folge davon I6sen sich
zunachst die Hydroxylapatitkristalle der kndchernen Extrazellularmatrix auf, wodurch
das Knochengewebe demineralisiert. Danach kommt es zum Abbau des organischen
Matrixanteils mithilfe hydrolytischer Enzyme (Kollagenasen, Kathepsine) aus den
Pralysosomen der Osteoklasten. Diese arbeiten optimal im sauren Milieu und
hydrolysieren die Kollagenfasern des demineralisierten Knochengewebes [41].
Abschlieliend wird das so aufgespaltene Kollagen von den Osteoklasten resorbiert
sowie intrazellular abgebaut [93].

Die Kollagenfasern der kndchernen Extrazellularmatrix kdnnen grundsétzlich
unterschiedlich angeordnet sein. Abhangig davon lasst sich das Knochengewebe weiter
in Geflechtknochen (Primarknochen) und Lamellenknochen (Sekundéarknochen)
untergliedern [41, 109].

Geflechtknochen ist durch eine zuféllige Anordnung der Kollagenfasern charakterisiert
[41]. Zudem verlaufen seine Blutgefal3e sowie Osteozyten regellos [93].

Im Vergleich zum héher strukturierten Lamellenknochen besitzt Geflechtknochen eine
grolRere Wachstumspotenz mit der Fahigkeit zur Bildung von Leisten und Balkchen
(primare Spongiosa), aus denen in kurzer Zeit relativ weitraumige Gerustwerke
entstehen konnen. Allerdings ist er armer an Osteozyten, weniger stark mineralisiert
und verfugt insgesamt Uber eine deutlich geringere mechanische Stabilitat als
Lamellenknochen [93].

Geflechtknochen entsteht wahrend der Knochenentwicklung [41, 93, 109]. Durch
hohere funktionelle Beanspruchung, wie beispielsweise das zunehmende
Korpergewicht, wird er dann in den ersten Lebensjahren fast Uuberall zu

Lamellenknochen umgebaut [93, 109]. Beim Erwachsenen kommt Geflechtknochen
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unter anderem noch in bestimmten Bereichen des Schadels, an den Ansatzstellen von
Sehnen und Bandern sowie bei der Frakturheilung (siehe Kapitel 3.4) vor [41, 109].

Die Bildung von Geflechtknochen erfolgt grundsatzlich Uber zwei Wege. Dabei lassen
sich desmale (primare oder direkte) und chondrale (sekundare oder indirekte)
Ossifikation (Verkndcherung) voneinander unterscheiden [109].

Bei der desmalen Ossifikation entwickelt sich das Knochengewebe unmittelbar im
Mesenchym (embryonales Bindegewebe) aus mesenchymalen Vorlauferzellen [93].
Den Startpunkt fir die Knochenentstehung bildet dabei ein priméres
Ossifikationszentrum [41]. Hier wandeln sich zunachst Gruppen von mesenchymalen
Zellen in Osteoblasten um. Die organischen Bestandteile der kndchernen
Extrazellularmatrix werden produziert und verkalken anschlielend. Dies fuhrt zur
Einkapselung einiger Osteoblasten, sowie einer damit verbundenen Bildung von
Knochenbalckchen [41]. Zwischen die Balkchen wachsen Blutgefal3e ein. Aul3erdem
differenzieren sich hier weitere Mesenchymzellen in Knochenmarkszellen oder
Osteoblasten, wodurch das Ossifikationszentrum wachst. Schlief3lich verschmelzen die
Ossifikationszentren eines Knochens miteinander und ersetzen so das urspriingliche
Bindegewebe [41].

Auf diese Weise entstehen zum Beispiel Schadel- sowie Gesichtsknochen aber auch
Bereiche vom Schlisselbein [93, 109].

Die Entwicklung des Rumpf- und Extremitatenskeletts erfolgt dagegen grof3tenteils
durch chondrale Ossifikation [93].

Auch hier geht das Knochengewebe aus mesenchymalen Zellen hervor. Allerdings
erfolgt die Knochenbildung dabei nicht auf direktem Wege. Vielmehr entsteht zunachst
ein vorgeformtes Modell des spateren Knochens aus hyalinem Knorpel, der dann mit
fortschreitender Entwicklung allméhlich abgebaut und im gleichen Umfang durch
Knochengewebe ersetzt wird [93, 109].

Die Substitution des Knorpelmodells kann wiederum auf zwei Wegen stattfinden. Je
nach Verlauf lassen sich hierbei enchondrale sowie perichondrale Ossifikation
voneinander unterscheiden [109].

Bei der enchondralen Ossifikation wird das Knorpelgewebe schrittweise von innen her
durch Knochen ersetzt [109].
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Dabei vergréRern sich zunachst die Zellen des Knorpels (Chondrozyten), gehen
anschlielend zugrunde und lassen dadurch Lakunen zurlck. Gleichzeitig kommt es zur
Mineralisierung der verbleibenden Knorpelmatrix [41, 109].

Spéater wachsen Blutgefal3- sowie Bindegewebsknospen in die Lakunen ein. Mit den
Blutgefallen dringen mesenchymale Stammzellen vor, welche anschlieRend zu
Chondroklasten  (Knorpel abbauende Zellen) differenzieren. Durch deren
knorpelauflosende Wirkung entstehen Hohlraume. In diese wandern weitere
mesenchymale Stammzellen ein und differenzieren zu Osteoblasten, die dann den
organischen Anteil der knéchernen Extrazellularmatrix produzieren [41, 109].

Durch nachfolgende Mineralisation entsteht schliel3lich enchondrales Knochengewebe
[109].

Bei der perichondralen Ossifikation verknéchert das Knorpelmodell dagegen von aul3en
nach innen. Hier erfolgt die Knochenbildung durch Osteoblasten, welche sich aus
mesenchymalen Stammzellen des Perichondriums (Knorpelhaut) differenzieren [109].
Im Vergleich zum Geflechtknochen weist der sekundar gebildete Lammellenknochen
einen deutlich héheren Ordnungsgrad auf.

Er ist durch den schichtenartigen Aufbau von helikal verlaufenden, parallel
angeordneten Kollagenfaserbiindeln mit entsprechender Parallelausrichtung der
Hydroxylapatitkristalle charakterisiert [109].

Seine Architektur wird am histologischen Transversalschnitt eines Réhrenknochens
besonders deutlich [93] (siehe Abbildung 3-2).
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Beim Rohrenknochen lassen

proximale sich grundsatzlich ein langlicher

| Epiphyse  gchaft (Diaphyse) sowie zwei

[piphyfscn- mit Gelenkknorpel Uberzogene
uge .
verbreiterte Knochenenden
(Epiphysen) voneinander

Spongiosa unterscheiden [93].

Juvenile Rohrenknochen weisen

{ Periost | daruber  hinaus  zwischen
Kompakta Disphyse Epiphysen und Diaphyse jeweils
Endost , Zonen aus hyalinem Knorpel

(Epiphysenfugen,
Knochenmarks-

héhle Wachstumsfugen) auf, in denen

das Langenwachstum

stattfindet. Dabei kommt es

durch enchondrale Ossifikation

zunéchst zur Ausbildung von
Geflechtknochen, der spater

Epiphysentige durch Lamellenknochen ersetzt
~distale Epiphyse  wird. Den  Epiphysenfugen
benachbarte Teilabschnitte der

Abbildung 3-2. Schematische Darstellung des Diaphyse (Metaphysen)
Rohrenknochens, modifiziert nach Schiinke [93] entsprechen dabei jeweils dem
Abbildung lizensiert durch Thieme Verlag Knochenbildungsbereich.

Nach abgeschlossenem Langenwachstum verkndchern die Epiphysenfugen und
werden dann als Epiphysenlinien bezeichnet [93].

Bereits makroskopisch sind im Querschnitt des Réhrenknochens zwei unterschiedliche
Bauformen erkennbar.

Im Einzelnen lassen sich eine aul3ere kompakte Schicht (Substantia compacta oder
Kortikalis)  von innenliegenden  Gebieten aus feinen  Knochenbéalkchen
(Knochentrabekel) unterscheiden, die nach Art eines Schwammes organisiert sind

(Substantia spongiosa) [41, 93].
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Epiphysen bestehen hauptsachlich aus Substantia spongiosa, die von einer dinnen
Schicht Kortikalis tGberzogen ist [41]. In den Zwischenraumen ihrer Knochentrabekel
findet sich das rote, Blut bildende Knochenmark [41, 93, 109].
Die Diaphyse ist dagegen fast vollstandig aus Kortikalis aufgebaut, der sich nach innen
eine schmale Zone aus Substantia spongiosa anschlie3t. Ein Grof3teil des
Knochenschafts enthalt im Inneren kein Knochengewebe. Dieser Bereich wird auch als
Knochenmarkshoéhle oder Markhohle (Cavum medullare) bezeichnet [93].
Bei Neugeborenen enthélt die Markhohle rotes Knochenmark, das jedoch im Laufe von
Kindheit und Jugend durch gelbes Fettmark ersetzt wird [41].
AuRere und innere Oberflachen des Lamellenknochens sind nahezu tberall von diinnen
Bindegewebsschichten bedeckt, die als Periost (Knochenhaut, siehe Kapitel 3.2.3) bzw.
Endost bezeichnet werden [41].
Die Substantia compacta ist mit Ausnahme tberknorpelter Gelenkflachen und chondral-
apophyséarer Sehnenansatzzonen auf3en vom Periost Uberzogen. Dagegen sind innere
Oberflachen der Kortikalis, sowie sdmtliche Spongiosatrabekel mit Endost ausgekleidet
[93].
Wahrend sich Kortikalis und Substantia spongiosa makroskopisch voneinander
unterscheiden, weisen beide Bauformen unter dem Mikroskop die Struktur von
Lamellenknochen auf [41].
Sein Aufbau wird am histologischen Transversalschnitt der diaphysaren Kompakta
eines Rohrenknochens besonders deutlich [93, 109] (siehe Abbildung 3-3).
Im Lamellenknochen bilden Kollagenfasern und Ubrige Matrix ca. 3-7 um dicke
Lamellen, die in Schichten konzentrisch um einen zentralen Kanal (Havers-Kanal)
angeordnet sind [41].
Havers-Kanal sowie Lamellen werden zusammen als Havers-System oder Osteon
bezeichnet und stellen den Grundbaustein des Lamellenknochens dar [41]. Innerhalb
der Lamellen eines Osteons sind die Kollagenfasern parallel zueinander angeordnet
[41]. Dabei wickeln sie sich schraubenférmig um den Havers-Kanal. Die
Verlaufsrichtung der Kollagenfasern wechselt von Lamelle zu Lamelle, so dass sich
Fasern benachbarter Lamellen anndhernd im rechten Winkel schneiden [41]. Zwischen
den einzelnen Lamellen befinden sich die Osteozyten, welche untereinander Uber
zahlreiche feine Zytoplasmafortsatze in Verbindung stehen [41, 93]. Osteone sind
lange, sich oft aufgabelnde Zylinder [41]. Sie verlaufen entlang der Langsachse des
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Knochenschafts [41] und grenzen sich von ihrer Umgebung durch eine Schicht aus

kollagenarmer Extrazellularmatrix (Kitt- bzw. Zementlinie) ab [41, 93, 109].
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Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des

e i} Rohrenknochens zeigen die
Lamellenknochens, modifiziert nach Schiinke [93]

Abbildung lizensiert durch Thieme Verlag Lamellen eine typische
Organisation bestehend aus Osteonen, auf3eren und inneren Generallamellen sowie
Schaltlamellen [41].

Generallamellen grenzen den Knochen nach auf3en und innen ab [109]. Dabei sind die
auBeren Generallamellen unmittelbar unter dem Periost lokalisiert [41, 109]. Innere
Generallamellen liegen dagegen zur Markhéhle hin Gber dem Endost [109].

Zwischen aufleren und inneren Generallamellen verlaufen zahlreiche Osteone [41,
109]. Daneben finden sich hier auch irregular geformte Gruppen von Lamellen [41].
Diese werden als Schaltlamellen bezeichnet und stellen Reste friherer Osteone dar,
welche durch Umbauprozesse des Knochengewebes entstanden sind [41, 93, 109].
Neben der Kortikalis weist auch die Substantia spongiosa einen lamellaren Aufbau von
Kollagenfasern sowie Extrazellularmatrix auf.

Hier liegen die Lamellen jedoch wie beim Sperrholz in Form von Platten aufeinander.
AulR3erdem besitzen Spongiosatrabekel keine eigenen Blutgefal3e [93].

Die Bildung des Lamellenknochens beginnt bereits am Ende der Fetalzeit.

Hierbei entsteht die erste Generation von aus Geflechtknochen hervorgehenden
Osteonen [93].

Im Rahmen des Umbaus dringen UUber einsprossende Blutgefale zunachst

Osteoklasten in den Geflechtknochen vor, die hier einen gefal3fihrenden Kanal
22



Einleitung

(Resorptionskanal oder —hoéhle) freilegen. Aus dem gefalR3begleitenden Bindegewebe
differenzieren sich Osteoblasten. Diese lagern sich an die gesamte Wand des
Resorptionskanals an und sezernieren kndcherne Extrazellularmatrix. Mit Beginn der
Matrixsekretion entsteht die erste konzentrische Knochenlamelle [93]. Durch den Anbau
weiterer Lamellen wird das Lumen des Resorptionskanals immer weiter eingeengt, bis
schlie3lich nur noch der Havers-Kanal tbrig bleibt [93].

Auf diese Weise ist ein neues Osteon entstanden, welches aus 10 oder mehr
konzentrischen Knochenlamellen besteht und dessen mittlerer Durchmesser etwa 250-
350 um betragt [93].

Im Lamellenknochen finden wahrend des gesamten Lebens Umbauprozesse statt [41,
93]. Dadurch ist er in der Lage, sich verdndernden statischen sowie mechanischen
Bedingungen permanent anzupassen [93, 109].

Wahrend des Umbaus werden alte Lamellensysteme von Osteoklasten abgebaut und
diese anschliel3end mittels Osteoblasten durch neue ersetzt [93, 109]. Hierbei kommt
es im Wachstumsalter vor allem zum Aufbau, wohingegen nach dem 50. Lebensjahr
allmahlich der Abbau tGberwiegt [41, 93].
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3.2.3 Das Periost

Das Periost Uberzient mit Ausnahme Uberknorpelter Gelenkflachen sowie chondral-
apophysérer Sehnenansatze die gesamte Oberflache der Substantia compacta des
Knochens [93]. Es stellt eine gefal3- und nervenreiche Bindegewebshille dar, die aus
zwei funktionell unterschiedlichen Schichten aufgebaut ist. Dabei unterscheidet man
das aulRere, dem Knochen abgewandte Stratum fibrosum vom innen liegenden Stratum
osteogenicum (Kambiumschicht) [22, 90, 93].

Das Stratum fibrosum besteht aus straff angeordneten Kollagenfaserbiindeln (Sharpey-
Fasern) sowie elastischen Fasergeflechten, die in den Knochen einstrahlen und so das
Periost mit der Knochenmatrix verankern. Auf3erdem enthalt es groRere Blutgefalie,
deren Aste Uber sog. erndhrende Locher (Foramina nutricia) in das Knocheninnere
gelangen [93].

Das Stratum osteogenicum zeichnet sich durch eine lockere Bauweise aus und enthalt
zahlreiche Gefalle sowie Nervenfasern. Im juvenilen Periost ist es reich an
Osteoblasten und deren Vorlauferzellen, die wahrend des Wachstums entscheidend an
der Neubildung von Knochengewebe beteiligt sind (siehe Kapitel 3.2.2). Beim
Erwachsenen finden sich dagegen deutlich weniger Zellen, so dass eine klare
Abgrenzung vom Stratum fibrosum kaum mehr mdglich ist [22, 114]. Dabei bleiben hier
vor allem Vorlauferzellen erhalten, die bei Bedarf, beispielsweise wahrend der

Frakturheilung, zu reifen Osteoblasten differenzieren kénnen [93].

3.3 Heilung der Skelettmuskulatur

Eine Verletzung der Skelettmuskulatur verursacht unabhangig von ihrem
Entstehungsmuster immer die Zerstérung einzelner Muskelzellen sowie umliegender
GefalRe [76]. Daran schlie3en sich zahlreiche Reparaturvorgange an, in deren Verlauf
die verletzungsbedingt zerstorten Strukturen zunachst abgebaut und spater durch
intakte Skelettmuskulatur oder narbiges Bindegewebe ersetzt werden [39, 76, 107].
Dabei lassen sich grundsatzlich vier zeitlich abhangige, miteinander in Beziehung
stehende Heilungsphasen unterscheiden, die man als Degeneration, Inflammation,
Regeneration sowie Fibrose bezeichnet [39, 76, 107].

Die Degeneration ist im Wesentlichen durch den fortschreitenden Untergang von

Muskelzellen charakterisiert [39, 50, 76].
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Als direkte Folge der Verletzung kommt es hierbei zunachst zur Zerstérung des
Sarkolemms sowie einem damit verbundenen Einstrom extrazellularer Kalziumionen ins
Sarkoplasma [9, 39, 50, 76, 110, 111].
Der verletzungsbedingte Kalziuminflux ist fir verschiedene funktionelle sowie
morphologische Verédnderungen der Skelettmuskelzellen von zentraler Bedeutung.
Durch die erhdhte Kalziumionenkonzentration in den Muskelzellen wird zunéchst die
Architektur einzelner Myofibrillen zerstort. Aul3erdem verformen sich Mitochondrien zu
runden Zellorganellen und verlieren gleichzeitig ihre regelmafige Verteilung innerhalb
der Muskelzelle. Eine weitere Folge des ungehinderten Kalziumeinstroms ist der Verlust
von zellularem Glykogen [9].
Die Zerstérung der Zellstruktur und die Minderversorgung der Zellen mit Energie sowie
Nahrstoffen fihren zur Muskelzellnekrose.
Gleichzeitig kommt es durch die erhdhte intrazellulare Kalziumionenkonzentration zur
Aktivierung von Ca?*-abhangigen Proteasen, die Strukturproteine der Muskelzellen
hydrolytisch abbauen und somit die Muskelzellnekrose vorantreiben [9, 39, 50].
Parallel dazu fuhrt die Verletzung der GefalBe des stark vaskularisierten
Skelettmuskelgewebes zur Ausbildung eines Hamatoms, das ein weiteres Fortschreiten
der Muskelzelldegeneration beginstigt [39, 50].
Durch die Blutung kommt es zur Aktivierung des Gerinnungssystems mit nachfolgender
Hypoxie sowie einer damit verbundenen Azidose. Gleichzeitig setzen die wéhrend der
Gerinnung gebildeten Thrombozytenaggregate chemotaktische Botenstoffe frei, welche
fur die nachfolgende Inflammation von zentraler Bedeutung sind [42, 67].
Die Inflammation ist durch das Einsprossen kleiner Blutgefal3e sowie die Einwanderung
von Immunzellen in das nekrotische Skelettmuskelgewebe gekennzeichnet [39, 50, 76].
Etwa eine Stunde nach Eintritt der Verletzung sind neutrophile Granulozyten die ersten
Immunzelltypen, die in das geschéadigte Gebiet einwandern. lhre primére Funktion
besteht in der Phagozytose nekrotischer Skelettmuskelfasern und zellul&rer
Abbauprodukte. Dartiber hinaus dienen sie als Quelle fur proinflammatorische Zytokine
wie Interleukin-8 (IL-8) und Tumor necrosis faktor-a (TNF-a). Diese fiuhren als
chemotaktische Botenstoffe zur Einwanderung von Monozyten ins verletzte Gebiet und
treiben dadurch die Inflammation voran [9, 47, 50].
Neutrophilen Granulozyten wird jedoch auch ein negativer Einfluss auf den
Heilungsprozess zugeschrieben.
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Sie enthalten das lysosomale Enzym Myeloperoxidase sowie die reduzierte Form des
Redoxcoenzyms Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), welche an
der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und freier Radikale wie Hyperoxidanion (O2"),
Wasserstoffperoxid (H2032), Stickstoffmonoxid (NO) sowie Hydroxylradikal (HO") beteiligt
sind [9, 50].
Welche Rolle diese Moleklle wéhrend der Muskelinflammation- und heilung spielen ist
bis heute noch nicht vollstandig geklart.
Moglicherweise verursachen sie durch ihre hohe chemische Reaktivitat eine direkte
Schadigung von Zellstrukturen und beschleunigen dadurch die Muskeldegeneration.
DarlUber hinaus ist vorstellbar, dass sie als hoch reaktive Verbindungen zur vermehrten
Freisetzung proinflammatorischer Proteine wie etwa NF-kB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells) fuhren, die als spezifische Transkriptionsfaktoren
den Prozess der Inflammation verstarken [9, 50, 52].
Zirka 12 Stunden nach Eintritt der Verletzung hat die Zellzahl neutrophiler Granulozyten
ihr Maximum erreicht [50].
Im weiteren Verlauf der Inflammation wandern vermehrt Monozyten in das nekrotische
Skelettmuskelgewebe und differenzieren zu Makrophagen [9].
Bislang wurden im Skelettmuskel zwei Subpopulationen von Makrophagen identifiziert.
Sie unterscheiden sich hinsichtlich der Exprimierung spezifischer Antigene und werden
gemaf ihrer Antigenexpression in ED**- bzw. ED?*- Makrophagen unterteilt [9, 50].
ED*- Makrophagen treten als erste Makrophagenpopulation im verletzten Gebiet auf.
Ihre Funktion besteht hauptsachlich in der Fortfihrung des Abbaus nekrotischer
Skelettmuskelfasern und zellularer Abbauprodukte durch Phagozytose. Etwa 24
Stunden nach Eintritt der Verletzung erreicht die Zellzahl der ED*- Makrophagen ihren
Hochstwert [50].
Danach nimmt die Anzahl der ED?*- Makrophagen zu. Sie stellen zum spéaten Zeitpunkt
der Inflammation die praddominante Makrophagen-Subpopulation dar und bleiben
dartber hinaus als residente Zellen bis zum Abschluss der Skelettmuskelheilung
erhalten. Ihre Funktion im Rahmen der Inflammation ist noch nicht vollstéandig geklart.
Mdglicherweise dienen sie als Quelle fir Wachstumsfaktoren wie Insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) oder Platelet-derived growth factor (PDGF), so dass sie die Proliferation
bzw. Differenzierung von Myoblasten im Rahmen der nachfolgenden Regeneration
positiv beeinflussen [9, 50].
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Die Regeneration beginnt etwa sieben bis zehn Tage nach Eintritt der Verletzung.
Ausgangspunkt der Wiederherstellung von intaktem Skelettmuskelgewebe stellen die
zwischen Sarkolemm und Basallamina lokalisierten Satellitenzellen dar (siehe Kapitel
3.2.1). Diese werden unter Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren wie Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) oder Platelet-derived growth factor (PDGF) aktiviert, proliferieren
und differenzieren schlie3lich zu Skelettmuskelfasern [39, 50, 76].

Bis etwa zwei Wochen nach Eintritt der Verletzung nimmt die Regenerationsleistung
stetig zu, wahrend die Anzahl gebildeter Skelettmuskelzellen dann bis hin zum Ende
des Heilungsprozesses wieder abnimmt. Etwa drei Wochen nach Verletzungseintritt
beginnt die Fibrose, welche vor allem durch die Synthese von Kollagen Typ | und Typ lli
gekennzeichnet ist [39, 50]. Beide Kollagentypen sind Bestandteil des
Skelettmuskelbindegewebes und spielen somit fiur die Wiederherstellung der voll
funktionsfahigen Skelettmuskulatur eine entscheidende Rolle [9, 76]. Die
Kollagensynthese nimmt bis zum Abschluss der Skelettmuskelheilung, der etwa vier
Wochen nach Eintritt der Verletzung erreicht ist, stetig zu [39].

Die Zunahme der Bindegewebsdichte auf der einen Seite und die verminderte Bildung
von Skelettmuskelfasern auf der anderen Seite kann zu einer eingeschrankten
Skelettmuskelregeneration sowie einer damit verbundenen Narbenbildung fuhren.
Insofern stellt die Heilung der Skelettmuskulatur ein empfindliches Gleichgewicht
zwischen Muskelfaserregeneration und Synthese von Bindegewebe dar, dessen Lage
den Erfolg des Heilungsverlaufs entscheidend mitbestimmt [9, 39, 76].

3.4  Frakturheilung

Eine Fraktur geht immer mit der Zerstdorung von Knochenmatrix, versorgenden
BlutgefalRen sowie angrenzender Weichteile einher [7, 14, 77].

Die sich anschlieBende Frakturheilung fuhrt zur Wiederherstellung vollstandig
funktionsfahigen Knochengewebes (Restitutio ad integrum) [18, 102]. Eine im Rahmen
regenerativer Prozesse Ublicherweise auftretende Narbenbildung unterbleibt hier fast
vollstandig [14, 24, 26, 102].

Grundsétzlich unterscheidet man priméare (direkte) und sekundare (indirekte)
Frakturheilung [14, 57, 88, 95].
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Primare Frakturheilung setzt eine weitestgehende mechanische Stabilitdt voraus, die
praktisch  nur nach rigider Fixation durch Anwendung entsprechender
Osteosyntheseverfahren gegeben ist [14, 57, 88]. In Abh&ngigkeit vom Abstand der
Bruchenden kann sie Uber zwei verschiedene Wege ablaufen. Dabei lassen sich
Kontakt- und Spaltheilung voneinander unterscheiden [88]. Grenzen die Bruchenden
unmittelbar aneinander, werden diese durch Zusammenwachsen von Havers'schen
Systemen direkt miteinander verbunden (Kontaktheilung) [14].

Im Einzelnen geschieht dies dadurch, dass kegelférmig angeordnete Osteoklasten
zunachst Verbindungskanadle zwischen den benachbarten Fragmenten ausbilden
(,cutter-heads®), in welche dann osteogene Vorlauferzellen eingebracht werden. Diese
differenzieren zu Osteoblasten und fullen die Kanéale schlief3lich mit Lamellenknochen
auf [14].

Liegt dagegen ein mikroskopisch erkennbarer Spalt vor, verlauft der
Regenerationsprozess in zwei Schritten. Dabei entsteht im Raum zwischen den
Bruchenden zunéchst Geflechtknochen, der erst im zweiten Schritt zu mechanisch
stabilem Lamellenknochen umgebaut wird (Spaltheilung) [53].

Sekundare Frakturheilung findet bereits ohne entsprechende Versorgung des
entstandenen Defektes statt und stellt insofern die natirliche Form der
Knochenregeneration dar [14].

Dariber  hinaus kommt sie aber auch im Rahmen  konservativer
Knochenbruchbehandlung sowie bei der Verwendung von Osteosyntheseverfahren vor,
durch die keine komplette Rigiditat erreicht wird [53, 55].

Die Bezeichnung sekundar erklart sich dadurch, dass der Regenerationsprozess Uber
eine voribergehende Bildung von Kallusgewebe (Kallus: lat. Schwiele) verlauft, das erst
spater allmahlich zu mechanisch stabilem Lamellenknochen umgebaut wird [14, 88,
102]. Grundsatzlich lasst sich die sekundare Frakturheilung in drei teilweise
Uberlappende Abschnitte unterteilen, die als Entzindungsphase (Inflammation),
Reparaturphase sowie Umbauphase (Remodeling) bezeichnet werden [57, 95] (siehe
Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4: Schematische Darstellung der sekundaren Frakturheilung, modifiziert nach
Schinke [93]

a: Inflammation, Ausbildung des Frakturhdmatoms

b: frihe Reparaturphase, Bildung des weichen Kallus

c: spate Reparaturphase, Bildung von Geflechtknochen

d: Remodeling, Umbau zu Lamellenknochen

Abbildung lizensiert durch Thieme Verlag

Die initiale Phase der sekundaren Frakturheilung beginnt unmittelbar im Anschluss an
die Verletzung. Infolge der Zerstérung von Blutgefal3en in Knochengewebe, Endost,
Periost, Knochenmark sowie umliegenden Weichteilen kommt es zunachst zur
Ausbildung eines Hamatoms zwischen den Frakturenden [53, 57, 70, 95].

Durch die Destruktion der vaskularen Integritdt wird im Frakturhdmatom eine Abfolge
von chemischen und zellularen Prozessen ausgelost, die den Stillstand der Blutung
herbeifiihren und gleichzeitig die Inflammation in Gang setzen.

Zunachst lagern sich Thrombozyten an die Endothelschicht verletzungsbedingt

zerstorter BlutgefaRwande [43, 77].
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Durch die Anlagerung werden die Thrombozyten aktiviert, aggregieren anschlie3end
und bilden einen Thrombozytenpropf, der die GefalRwandlasionen vortibergehend
abdichtet [77].

Wahrend der Aggregation setzen aktivierte Thrombozyten aus ihren Granula
verschiedene Zytokine frei, die als chemotaktische Botenstoffe zur Einwanderung von
Immunzellen in das Frakturhamatom fuhren [43, 70, 77, 95].

Parallel dazu wird das Blutgerinnungssystem aktiviert [23, 43, 53, 77, 95].

Als Folge davon entsteht ein Fibrinnetz, das die Blutgefal3e dauerhaft verschliel3t und
gleichzeitig als erste provisorische Matrix fir einwandernde Immunzellen fungiert [23,
53, 95].

Etwa eine Stunde nach Eintritt der Verletzung wandern neutrophile Granulozyten als
erste Immunzelltypen in das Frakturhdmatom ein [43, 53, 57, 61].

Ihre Aufgabe besteht in der Beseitigung von Fragmenten verletzungsbedingt zerstorter
Zellen durch Phagozytose [57, 61].

Daruiber hinaus sezernieren Granulozyten proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-
6 (IL-6) sowie Chemokin-Ligand-2 (CCL2). Diese fungieren als chemotaktische
Botenstoffe und fiihren so zur Einwanderung weiterer Immunzellen [53, 61].

Etwa 24 Stunden nach Eintritt der Verletzung wandern Makrophagen als zweite
Immunzelltypen in das Frakturhamatom ein [61].

Makrophagen lassen sich grundsatzlich in residente und entzindliche Vertreter
untergliedern [15, 33, 79].

Entztndliche Makrophagen kénnen als Reaktion auf Reize in ihrer Mikroumgebung
unterschiedliche Phanotypen ausbilden, die als klassisch aktivierte,
proinflammatorische Makrophagen (M1) oder alternativ aktivierte,
entzindungshemmende Makrophagen (M2) bezeichnet werden [15, 33, 58, 78, 123].
M1-Makrophagen sezernieren proinflammatorische Zytokine wie Tumor necrosis faktor-
a (TNF-a), Interleukin-18 (IL-1B) sowie Interleukin-6 (IL-6) und unterstitzen die
Entziindungsreaktion wahrend des frihen Stadiums der Inflammation [17, 33, 127,
129].

Mit fortschreitender Heilung kommt es zur vermehrten Ausbildung des M2-Phanotyps.
M2- Makrophagen sind vor allem fir das Abklingen der Inflammation von Bedeutung [5,
15, 33, 79, 129].
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Sie sezernieren Signalmolekiile wie Interleukin-10 (IL-10), Transforming growth factor 13
(TGF-B), Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) sowie Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) und sind an der Fortfihrung der Beseitigung von Fragmenten, der
Gewebereparatur sowie der Angiogenese im Frakturhamatom beteiligt [5, 15, 33, 79,
123, 129].
Zu den residenten Makrophagen des Knochengewebes gehért eine Population von
Zellen, die man als osteale Makrophagen oder Osteomacs bezeichnet [15, 94, 104,
119, 127].
Sie befinden sich an den periostalen sowie endostalen Oberflachen des
Knochengewebes in unmittelbarer Nachbarschaft zu Osteoblasten. Osteomacs sind vor
allem fur die Osteoblastenreifung sowie Knochenneubildung wéahrend der spaten
Phasen der Frakturheilung von Bedeutung [15, 17, 61, 119, 127].
Die Entzindungsphase hat etwa 48 Stunden nach Eintritt der knéchernen Verletzung
ihren Hohepunkt erreicht und ist nach circa einer Woche beendet [57, 95].
Noch bevor die Entzindungsphase vollstdndig abgeschlossen ist, beginnt bereits die
Reparaturphase [91, 95].
Etwa 72 Stunden nach Eintritt der kndchernen Verletzung wird das Fibrinnetz im
Frakturhdmatom schrittweise durch Granulationsgewebe ersetzt, das reich an
Fibroblasten, neu gebildetem Kollagen sowie zahlreichen Kapillaren ist [14, 53, 87].
Gleichzeitig bewirkt die unzureichende Zufuhr von Sauerstoff vor allem im Zentrum der
Schadigung eine Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Chondrozyten, die
zunachst zentral und spater im gesamten Frakturspalt Knorpelgewebe produzieren [53].
Dadurch entsteht zwischen den Frakturenden eine Uberbriickung aus Granulations-
und Knorpelgewebe. Diese Uberbriickung wird auch als weicher Kallus bezeichnet und
bietet der Fraktur eine erste mechanische Stabilitat [53, 95].
Parallel zur Entwicklung des weichen Kallus beginnt in einiger Entfernung zur
Frakturstelle die Bildung von Geflechtknochen durch desmale Ossifikation [25]. Dabel
differenzieren Vorlauferzellen aus der Kambiumschicht des Periosts zu Osteoblasten,
die anschlieRend Geflechtknochen produzieren [53].
Die desmale Ossifikation schreitet mit der Zeit von der Peripherie in Richtung des
Zentrums der Schadigung fort [53], wobei das Volumen des gebildeten
Geflechtknochens von peripher nach zentral zunimmt [73]. Schlief3lich ist die aul3ere
Oberflache des weichen Kallus vollstandig mit Geflechtknochen tberzogen, der durch
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seinen relativ groRen Durchmesser vor allem im zentralen Bereich eine zuséatzliche
mechanische Stabilisierung der Frakturstelle bewirkt [53, 73].

Im weiteren Heilungsverlauf wird das Granulationsgewebe im weichen Kallus
vollstandig durch Knorpel ersetzt [95]. Etwa zwei Wochen nach Eintritt der Fraktur
kommt es dann zu einer Verkndcherung des Knorpelgewebes durch enchondrale
Ossifikation [95].

Dabei werden die Chondrozyten des Knorpelgewebes zunachst hypertroph und
sezernieren Wachstumsfaktoren wie Placental growth factor (PIGF), Platelet-derived
growth factor (PDGF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [3, 4].
Gleichzeitig kommt es zur Einlagerung von Kalziumsalzen in die extrazellulare Matrix
des Knorpelgewebes [3, 4, 13, 25].

Vermittelt durch die Endothelwachstumsfaktoren sprossen GefafRe in die verkalkte
Knorpelmatrix ein und Ubernehmen deren Versorgung mit Sauerstoff, nutritiven
Substanzen sowie fur die Knochenentwicklung notwendigen Zellen [3, 4, 13].

Mit zunehmender Vaskularisierung gehen die hypertrophen Chondrozyten durch
Apoptose zugrunde [3, 13, 25].

Anschliel3end wird die verbleibende Knorpelmatrix von Chondroklasten abgebaut [3,
18]. Gleichzeitig differenzieren Uber das Gefal3system in die Matrix eingebrachte
Vorlauferzellen zu Osteoblasten [53]. Die Osteoblasten produzieren schlief3lich
Geflechtknochen, durch den die zuvor abgebaute Knorpelmatrix dann schrittweise
ersetzt wird [3].

Nach etwa drei Wochen sind die Frakturenden durch eine Uberbriickung aus
Geflechtknochen stabilisiert, die man als harten Kallus bezeichnet [58, 61]. Mit der
Bildung des harten Kallus® ist die Reparaturphase abgeschlossen. In der sich
anschlieBenden letzten Phase der Frakturheilung kommt es zur Rekonstruktion der
ursprunglichen Knochenstruktur [5, 57].

Hierbei bauen Osteoklasten den voribergehend gebildeten Geflechtknochen ab, der
dann von Osteoblasten durch voll funktionsfahigen Lamellenknochen ersetzt wird [5,
70]. Dieser dynamische Umbauprozess fiihrt schlie3lich zur vollstdndigen
Wiederherstellung der urspringlichen Struktur, Form, Grof3e sowie mechanischen
Festigkeit des Knochens und erstreckt sich tGber einen Zeitraum von mehreren Wochen
bis hin zu Jahren [5, 57, 70].
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Die Frakturheilung bleibt nicht ausschlie3lich auf den Knochen begrenzt. Vielmehr sind
auch Periost sowie umliegendes muskuloskelettales Weichteilgewebe am
Regenerationsprozess beteiligt [7, 24, 26].

Das Periost spielt im Zusammenhang mit der Frakturheilung eine duale Rolle. Zum
einen ist es fir die Versorgung des Frakturgebiets mit Sauerstoff, nutritiven Substanzen
sowie zur Regeneration notwendigen Zellen von entscheidender Bedeutung. So
entwickelt sich unmittelbar nach Eintritt der Fraktur vom Periost ausgehend ein dichtes
Geflecht an Gefal3en, das sich strahlenférmig zum Frakturspalt hin orientiert [43]. Dabei
kommt es vor allem innerhalb des frihen Heilungszeitraumes zu einer
vorubergehenden Flussumkehr der Blutversorgung. Wahrend die Ernahrung der
Kortikalis im gesunden Knochens hauptsachlich von Markraumgefal3en ausgeht, erfolgt
deren Versorgung wéahrend der Inflammation grof3tenteils durch periostale Gefal3e [14].
Zum anderen stellt das Periost eine direkte Quelle fur Vorlauferzellen von Osteoblasten
dar (siehe Kapitel 3.2.3) und ist insofern wesentlich an der Knochenneubildung wéhrend
des Regenerationsprozesses beteiligt [7, 24, 46, 122].

Neben dem Periost bringen auch Gefal3e des umliegenden Skelettmuskelgewebes
nutritive Substanzen, Sauerstoff sowie Vorlauferzellen von Osteoblasten ins
Schadensareal mit ein [115].

Dies macht deutlich, dass sowohl das Periost als auch das dem Frakturgebiet
angrenzende Weichteilgewebe wesentlich zur Wiederherstellung voll funktionsfahigen
Knochengewebes beitragen.

So stellt die Frakturheilung insgesamt ein komplexes Geschehen dar, dessen Verlauf
entscheidend vom Stabilisierungsgrad des Defektes sowie dem Ausmald der

Schadigung von Periost und umliegendem Weichteilmantel abhéangig ist.

33



Ziele und Hypothesen

4 Ziele und Hypothesen

Ziel der Arbeit war es, Kenntnisse Uber den pathogenetischen Einfluss schwerer
traumatischer Weichteilschadigungen auf die Frakturheilung zu erhalten.

Dazu wurde am linken Rattenunterschenkel jeweils unter standardisierten Bedingungen
entweder eine isolierte Fraktur, ein separater, schwerer geschlossener
Weichteilschaden oder die Kombination beider Verletzungen induziert. Mithilfe
immunhistologischer Analyseverfahren sollten anschliel3end detaillierte Aussagen uber
die zellulare Reaktion von Granulozyten, Makrophagen, Osteoblasten sowie hinsichtlich
der Gefalieinsprossung getroffen und dartber hinaus mittels TRAP-Farbung mdgliche

Auswirkungen auf die Osteoklastenpradsenz gewonnen werden.
Hierbei wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

» Im Rahmen der Frakturheilung wirkt sich eine zuséatzliche Weichteilverletzung auf
die zellulare Antwort sowie Vaskularisierung von Periost und Kallus aus.

» Das Periost wird durch isolierte Fraktur, separate Schadigung des angrenzenden
Weichteilmantels oder eine Kombination beider Verletzungen in Bezug auf die
zellulare Antwort sowie die GefaReinsprossung wahrend der Inflammation auch
Uber das Zentrum der Schadigung hinaus beeinflusst.

» Unabhangig vom Interventionsmuster nimmt die Intensitét der verletzungsbedingten
zellularen sowie vaskularen Veranderungen vom Periost zum periostalen Kallus bis

hin zum endostalen Kallus ab.
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5 Material und Methoden

5.1 Tierexperimentelles Modell

51.1 Versuchstiere

Fir die Tierversuche wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten! mit einem initialen
Korpergewicht von 250 bis 300 Gramm verwendet. lhre Unterbringung erfolgte in
Kafigen mit bis zu sechs Tieren unter Einhaltung eines kinstlichen 12-Stunden Hell-
Dunkel-Rhythmus. Futter und Wasser standen jeweils ad libitum zur Verfigung.
Jeglichen Eingriffen ging eine dreitdgige Adaptionsphase voraus. Nach Abschluss der
Versuche wurden die verletzten Tiere in separaten Kafigen untergebracht. Eine
Immobilisierung fand dabei nicht statt.

Samtliche Tierversuche wurden von der Senatsverwaltung fur Gesundheit und Soziales

des Landes Berlin (Genehmigungsnummer G 0278/00) genehmigt.

5.1.2 Studiendesign

Zur Durchfuihrung der Tierversuche wurden vier verschiedene Untersuchungsgruppen
festgelegt (siehe Tabelle 5-1).

Dabei erhielten insgesamt 72 Ratten unter standardisierten Bedingungen am distalen
linken  Unterschenkel entweder eine separate, schwere geschlossene
Weichteilschadigung, eine isolierte Fraktur oder die Kombination beider Verletzungen.
Nach Ablauf von unterschiedlichen Zeitraumen (24 Stunden, 48 Stunden, eine Woche,
drei Wochen) wurden dann jeweils sechs Tiere pro Untersuchungsgruppe getotet.

Als Vorbereitung auf nachfolgende histologische Untersuchungen fand anschliel3end
die Entnahme ihrer linken Unterschenkel sowie deren Fixierung in Formaldehydlésung
statt (siehe Kapitel 5.2.1). Zusatzlich dienten sechs weitere Ratten als Kontrollgruppe.
Diese wurden drei Wochen nach Erwerb unverletzt getétet, ihre linken Unterschenkel
als Vergleichsproben fir die Histologie entnommen und ebenfalls in Formaldehydlésung

fixiert.

Lieferant: Fa. Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland
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Intervention Totungszeitpunkt | Anzahl der Tiere

Weichteilschaden 24 h

48 h

1 Woche

3 Wochen

Fraktur 24 h

48 h

1 Woche

3 Wochen

Kombinationsverletzung 24 h

48 h

1 Woche

3 Wochen

Ol Ol ol ool oo|loo|loo|l ool oo O O

Keine Verletzung 3 Wochen

Tabelle 5-1: Untersuchungsgruppen

51.3 Anasthesie

Die Vorbereitung der Versuchstiere, samtliche invasive MalRnahmen und
Rontgenkontrollen (siehe Kapitel 5.1.5 bis 5.1.8) fanden unter Einfluss einer
Inhalationsnarkose statt.

Dazu wurden initial Isofluran? (5 %), Sauerstoff (0,5 I/min), sowie Distickstoffmonoxid
(1l/min) far drei Minuten in entsprechend praparierte Kafige eingeleitet. Anschlie3end
erfolgte die Fortfihrung der Narkose mit Isofluran (1,5-2,5 Vol-%), Sauerstoff (0,3 I/min)

und Distickstoffmonoxid (0,5 I/min) tGber eine Kopfmaske.

2 Fa. Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland
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5.1.4 Vorbereitung der Versuchstiere

Vor Beginn jeglicher Eingriffe wurde die linke distale Extremitat der Tiere mittels
Schergerat® und handelstblicher Depilationscreme enthaart. Danach erfolgte eine
grindliche Reinigung des freigelegten Areals mit 70 %-igem Ethanol*. AnschlieRend
wurden die Ratten auf einer Warmeplatte (Temperatur 37 °C) gelagert, um ihre
Korpertemperatur wahrend der nachfolgenden Versuchsdurchfihrungen aufrecht

erhalten zu kénnen.

5.1.5 Weichteilschaden

Zur Induktion des geschlossenen, standardisierten Weichteilschadens fand ein eigens
zu diesem Zweck entwickeltes Gerat® Verwendung.

Dazu wurden die linken Rattenhinterlaufe
jeweils voll ausgestreckt in einer dafur
vorgesehenen anatomischen Vorrichtung
medial fixiert und der Weichteilschaden
anschlieBend durch den Aufprall eines
pneumatisch betriebenen Stahlzylinders
(Aufpralldruck 6,894 hPa) lateral im Bereich

des maximalen Unterschenkelumfangs

Abbildung 5-1: Induktion eines erzeugt (siehe Abbildung 5-1), ohne dabei
standardisierten Weichteilschadens am Perforationen oder auflere Blutungen zu
Rattenunterschenkel verursachen.

eigene Abbildung

3 Solac ideal, Fa. Solac Vertrieb GmbH, Freiberg, Deutschland
4 Fa. Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland
® Virginia Commonwealth University, USA
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5.1.6 Fraktur

Die standardisierte Frakturerzeugung basierte auf dem Modell der Dreipunktbiegung
[11, 37, 92].

Hierfur fand eine speziell entwickelte Apparatur®
Verwendung. Dazu wurden die voll ausgestreckten
linken Rattenhinterlaufe in Auf3enrotation auf der
Guillotine des Gerétes fixiert (siehe Abbildung 5-2)
und anschlieBend ein an definierter Position
angebrachtes  Fallgewicht gelockert. Danach
erfolgte die Stabilisierung der Fraktur durch sterile

Kirschnerdrahte’.

Abbildung 5-2: Erzeugung einer

standardisierten
Unterschenkelfraktur an der Ratte

eigene Abbildung

5.1.7 Kombinationsverletzung

Zur Durchfihrung der Kombinationsverletzung wurde gemaf bereits vorangehend
beschriebener Einzelmethodik (siehe Kapitel 5.1.5 und 5.1.6) verfahren. Dabei fand die

Induktion des Weichteilschadens grundsatzlich zuerst statt.

5.1.8 Réntgenkontrolle

Die Frakturerzeugung und -stabilisierung erfolgte unter permanenter Rontgenkontrolle
mithilfe eines isozentrischen C-Bogens?.

DarUber hinaus wurden zur Beobachtung des Heilungsverlaufes zehn Tage, sowie
abschlieBend ein bzw. drei Wochen nach Intervention jeweils zusatzliche

Rontgenaufnahmen angefertigt.

6 TSZ Charité Campus Rudolph Virchow
7 Kirschnerdrahte 1,0 mm steril, Fa. Mathys Medical Ltd., Bettlach Schweiz
8 Siremobil I1so-C*P, Fa. Siemens AG, Muinchen, Deutschland
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5.2 Aufarbeitung der Tibiae

5.2.1 Fixierung

5.2.1.1 Theoretischer Hintergrund

Ein Ubliches Verfahren zur Verbesserung der Haltbarkeit von Gewebeproben stellt die
Fixierung dar. Hierfur wird haufig Formaldehyd verwendet. Es reagiert mit basischen
Aminosauren des Gewebes unter Ausbildung quervernetzender
Hydroxymethylenbriicken, so dass sich die Permeabilitat fur Makromolekile und das

damit verbundene Risiko einer Kontamination der Proben verringert [10].

5.2.1.2 Durchfuhrung

Zur Durchfthrung der Fixierung wurden die Unterschenkel in Zentrifugenrohrchen?®
gegeben, vollstandig mit 4%-iger Formaldehydlosung!® bedeckt und fiir drei Tage bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Wahrend dieses Zeitraums fand jeweils nach 24 Stunden

ein vollstandiger Austausch des Fixativs statt.

® Falcon®, Fa. Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
1 Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
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5.2.2 Dekalzifizierung

5.2.2.1 Theoretischer Hintergrund

Um die Fertigung von Paraffinschnitten (siehe Kapitel 5.2.5) an Knochenmaterial
durchfuhren zu koénnen ist es erforderlich, vorher das Kalzium aus der Matrix zu
entfernen (Dekalzifizierung), um das Gewebe zu enthérten.

Im Hinblick auf nachfolgende immunhistologische Untersuchungen (siehe Kapitel 5.3)
wird hierfir haufig Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) verwendet. Diese ermdglicht
eine schonende Enthartung des Gewebes, da sie das Kalzium durch Bildung
wasserloslicher, ungefarbter Komplexe aus der Knochenmatrix herauslost [44], ohne

dabei Proteinstrukturen, wie z.B. Antigene zu verandern.

5.2.2.2 Durchfuhrung

Zur Durchfuhrung der Dekalzifizierung wurden die Unterschenkel in entsprechend
beschriftete Gewebekasten!! gegeben, fir zehn Minuten unter flieRendem
Leitungswasser gespilt, um Formaldehydreste zu entfernen, danach vollstandig mit
EDTA-L6sung'? benetzt und anschlieBend (ber vier Wochen bei 37 °C im
Trockenschrank'® aufbewahrt.

Wahrend dieses Zeitraums fand alle drei Tage ein vollstandiger Austausch des

Dekalzifizierungsmediums statt.

11 Tissue Tek® Uni-Kassetten, Fa. Bayer Diagnostics, Hampshire, U.K.
12 Fa. Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland
13 Fa. Haereus, Hanau, Deutschland
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5.2.3 Gewebeentwasserung

Der Dekalzifizierung schloss sich ein zehnminitiger Spulvorgang mit flieRendem
Leitungswasser an, um Ruckstande von Ethylendiamintetraessigsaure auszuwaschen.
Anschlieend erfolgte die Dehydratation der Unterschenkel mithilfe eines
Entwasserungsautomaten!4. Dabei wurde das Gewebe gemaR nachfolgenden
Schemas (siehe Tabelle 5-2) in Ethanol*® aufsteigender Konzentration, Xylen'® sowie

flussiges Hartparaffingemisch!’ (nachfolgend als Paraffin bezeichnet) eingebracht.

Reagenzien Verweildauer
Ethanol 70 % 4 Stunden
Ethanol 80 % 4 Stunden
Ethanol 80 % 4 Stunden
Ethanol 96 % 8 Stunden
Ethanol 96 % 10 Stunden
Ethanol 100 % 10 Stunden
Ethanol 100 % 10 Stunden
Ethanol 100 % 10 Stunden
Xylen 1 Stunde
Xylen 1,5 Stunden
Paraffin 2,5 Stunden
Paraffin 2 Stunden

Tabelle 5-2: Schema der automatischen Gewebeentwasserung

14 TP 1020, Fa. Leica, Bensheim, Deutschland

15 Fa. Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland

16 Fa. T J Baker, Deventer, Holland

17 Paraplast plus, Fa. Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, USA
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5.24 Einbettung in Paraffin

5.2.4.1 Theoretischer Hintergrund

Ein gebrauchliches Verfahren zur Vorbereitung auf nachfolgende histologische
Untersuchungen (siehe Kapitel 5.3) stellt die Einbettung von Gewebeproben in Paraffin
dar. Es nutzt den Wechsel der Aggregatzustande bei unterschiedlichen Temperaturen.
Hierfir wird haufig ein Gemisch aus Hartparaffin, Kunststoffpolymeren definierten
Molekulargewichts, sowie Dimethylsulfoxid verwendet (Hartparaffingemisch, siehe
Kapitel 5.2.3). Bei Temperaturen oberhalb von 56 °C liegt es im flussigen
Aggregatzustand vor. Dadurch kénnen Gewebeproben eingebracht und wie gewinscht
positioniert werden.

Bei Raumtemperatur ist es dagegen verfestigt. Somit bleiben die zuvor eingebrachten

Proben fixiert und lassen sich so weiterverarbeiten.

5.2.4.2 Durchfuhrung

Zur Einbettung der Rattenunterschenkel fand ein Paraffinspender mit integrierter
Heizplatte®® Verwendung. Dazu erfolge zunachst dessen Einstellung auf die
Betriebstemperatur von 60 °C. Daraufhin wurden Edelstahlausgief3formen fir zehn
Minuten auf der Heizplatte temperiert, zu einem Drittel mit verflissigtem Paraffin gefillt,
anschlieBend einzelne Rattenunterschenkel per Pinzette jeweils fest am vorgewarmten
Gefallboden angedriickt und diese sofort vollstdndig mit Paraffin bedeckt. Danach
erfolgte die zehnminitige Aufbewahrung der Edelstahlausgiel3formen auf einer
Kuhlplatte!® (Betriebstemperatur -12 °C). Dadurch entstanden Paraffinblocke. Diese
wurden anschlieBend mithilfe eines Messers aus den Edelstahlausgiel3formen

entnommen und konnten so weiterverarbeitet werden.

18 Fa. Leica, Bensheim, Deutschland
19 Fa Leica, Bensheim, Deutschland
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5.25 Paraffinschnitte

Nach der Paraffineinbettung erfolgte die Fertigung von Gewebelangsschnitten der Tibia.
Hierflr war es zunachst erforderlich, zur Frakturstabilisierung eingebrachtes Material zu
entfernen. Dazu wurden entsprechende Paraffinblocke unter Verwendung eines
Messers im Bereich der Tibiakdpfe ausgeschélt. Danach erfolgte die Freipraparation zur
Frakturstabilisierung eingebrachter Kirschnerdrahte mittels Skalpells sowie deren
anschlielende Eliminierung per Nadelhalter. Daraufhin wurden einzelne Paraffinblocke
zunachst auf Eis gekihlt, jeweils horizontal in der Halterung eines Mikrotoms2°,
eingespannt und &ulRere Knochenbereiche in 20 pum dicken Schichten bis zum
Markraum entfernt. Danach erfolgte die erneute Kiihlung entsprechender Paraffinblécke
auf Eis. Diese wurden dann nochmals horizontal in der Halterung des Mikrotoms
eingespannt, anschlieRend zwanzig Serienschnitte mit einer Schichtdicke von vier um
gefertigt, diese nacheinander in zwei verschiedene Wasserbader aufsteigender
Temperatur (25 °C bzw. 45 °C) uberfihrt, auf silanisierte Objekttrager aufgebracht und

fur 24 Stunden bei 37 °C im Trockenschrank aufbewahrt.

20 Rotationsmikrotom RM 2125, Fa. Leica, Bensheim, Deutschland
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5.3 Histologie

5.3.1 Allgemeines

Zur Durchfuhrung der nachfolgend aufgefihrten Gewebedeparaffinisierung,-
entwasserung und- rehydratisierung, samtlicher Spulvorgdnge, Farbungen sowie der
Inhibierung endogener Peroxidase (siehe Kapitel 5.3.2.2, 5.3.3.3, 5.4.2) wurden
Farbegestelle mit jeweils zehn Paraffinschnitten bestiickt und anschlieend in
Glaskivetten eingebracht, die mit den notwendigen Reagenzien gefullt waren.

5.3.2 Ubersichtsfarbung (HE-Farbung)

5.3.2.1 Theoretischer Hintergrund

Um die Beschaffenheit von Gewebeproben mikroskopisch beurteilen zu kdnnen,
werden Paraffinschnitte haufig einer HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung)
unterzogen. Dabei stellt Hamatoxylin Zellkerne blau und Eosin das Zytoplasma rot dar
[41].

5.3.2.2 Durchfuhrung

Fur die HE-Farbung wurde das Gewebe durch Xylen deparaffinisiert, anschliel3end in
Ethanol absteigender Konzentration sowie demineralisiertem Wasser2t rehydratisiert
und zundchst mit Hamatoxylin rot gefarbt. Danach fand ein Spilvorgang in
demineralisiertem Wasser statt. Nachfolgend wurde das Gewebe in Salzséure-Alkohol-
Lésung gegeben und dadurch die Entfarbung des Zytoplasmas induziert.

Dem schloss sich die Spulung unter flieBendem Leitungswasser an. Dadurch wurde ein
Farbumschlag der Zellkerne von rot nach blau induziert (Blauen der Kerne). Danach
erfolgte die Farbung des Zytoplasmas mit Eosin.

AbschlieRend wurde das Gewebe erneut entwassert, in Xylen Utberfihrt und unter
Verwendung eines entsprechenden Einschlussmittels?? jeweils mit Deckglasern®?
versehen. Der gesamte Prozess erfolgte gemaR dem nachfolgend aufgefihrten
Protokoll (siehe Tabelle 5-3).

21 Aqua Spullosung, Fa. Delta Select, Pfullingen, Deutschland
22 Vitro-Clud® Einschluf3mittel fir mikroskopische Technik, Fa. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Z Deckglaser 24 x 60 mm, Fa. Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co KG, Braunschweig, Deutschland
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Protokoll fur die HE-Farbung

1. Deparaffinisierung

Reagenz Einwirkzeit
Xylen 10 min
Xylen 10 min

2. Rehydratisierung

Reagenz Einwirkzeit
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 96 % 2 min
Ethanol 80% 2 min
Ethanol 70 % 2 min
Demineralisiertes Wasser 2 min

3. Herstellung des Kernfarbungsreagenzes

Verdiinnung von Hé’lmatoxylinlt)sung24 mit demineralisiertem Wasser im Verhaltnis 1 zu 2

4. Kernfarbung

Reagenz Einwirkzeit
Kernfarbungsreagenz 7 min

5. Spilung

Reagenz Einwirkzeit
Demineralisiertes Wasser. 3-4 x eintauchen

6. Herstellung des Entfarbungsreagenzes

Verdinnung von Salzséure—AIkohoIIdsunQZS mit Ethanol 70 % im Verhéltnis 1 zu 3

7. Entfarben des Gewebes

Reagenz Einwirkzeit

Entfarbungsreagenz kurz eintauchen

8. Kerne blauen

Reagenz Einwirkzeit

FlieRendes Leitungswasser 10 min

% papanicolaus Lésung 1 a Harris, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
% Salzsaure Alkohol 1,44 %, Fa. Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland
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9. Farbung des Zytoplasmas

Reagenz

Einwirkzeit

Eosin

3-4 x eintauchen

10. Entwasserung des Gewebes

Reagenz

Einwirkzeit

Ethanol 96%

2 x kurz eintauchen

Ethanol 96%

2 x kurz eintauchen

Ethanol 100%

2 x kurz eintauchen

Ethanol 100%

2 x kurz eintauchen

Xylen

Kurzfristige Aufbewahrung bis zum Versehen des Gewebes mit

Deckglasern

11. Versehen des Gewebes mit Deckglasern

Tabelle 5-3: Angewendetes Protokoll fur die HE-Farbung

5.3.3 Immunhistologie

5.3.3.1 Theoretischer Hintergrund

Die Immunhistologie ermoglicht den gezielten Nachweis einzelner Zellen oder
Gewebe in unterschiedlichen Praparaten, wie Blutausstrichen und histologischen
Schnitten. Grundlage des Verfahrens stellt eine Antigen-Antikorper-Reaktion dar.
Sie ist wesentlicher Bestandteil des spezifischen Immunsystems im
Saugerorganismus und dient der Eliminierung Korper schadigender Substanzen
(Antigenes). Dabei lo6sen charakteristische Teilstrukturen der Antigene (Epitope,
antigene Determinanten) zunéchst die gezielte Ausbildung von Abwehrstoffen
(Antikdrpern) aus. AnschlieBend kommt es zur Bindung der Antikdrper an die
jeweiligen Determinanten und einer damit verbundenen Ausbildung komplexer
Molekile (Immunkomplexe). Aufgrund dieser Reaktion verlieren die Antigene in den
meisten Fallen ihre schadigende Wirkung und kénnen infolge von Préazipitation,
Agglutination, Zytolyse, Opsonisierung (Férderung der Phagozytose durch
Einwirkung von als Opsoninen bezeichneter Stoffe) oder Immobilisation aus dem
Organismus eliminiert werden [109]. Das Verfahren der Immunhistologie nutzt

diesen Mechanismus, indem es die Entstehung von Immunkomplexen hervorruft
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und sie durch Verwendung geeigneter Reagenzien zu farbigen Reaktionsprodukten

umsetzt.
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Abbildung 5-3: Schematische Darstellung von
Immunglobulinen ,modifiziert nach Naish [62]

A: Immunglobulin M (IgM)

Das Molekil besteht aus funf Untereinheiten, deren
Aufbau dem der IgG-Molekiile entspricht

B: Immunglobulin G (IgG)

Das Molekul ist aus jeweils zwei schweren (H) und
leichten (L) Peptidketten aufgebaut, die durch
Disulfidbricken (D) miteinander verbunden sind.
Die Antigen bindenden Molekilabschnitte (Fab)
besitzen konstante (C) und variable (V) Regionen,
wahrend der kristalline Teil (Fc) ausschlief3lich
konstante Regionen aufweist.

Abbildung: © Agilent Technologies, Inc.

mit freundlicher Genehmigung, Courtesy of Agilent

Technologies, Inc.
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Antikorper stellen eine zur Fraktion
der Gammaglobuline  gehdrende

heterogene Gruppe von
Glykoproteinen dar und werden auch
als Immunglobuline (Ig) bezeichnet.
Sie sind aus Peptidketten
unterschiedlichen Molekulargewichts
(leichte, L- Ketten light chains, bzw.
schwere, H-Ketten heavy chains)
aufgebaut, die Uber Disulfidbricken
miteinander verbunden sind.
Hinsichtlich ihrer Grof3e, Struktur und
in  fanf

Funktion lassen sie sich

verschiedene Klassen unterteilen
(IgG, IgM, IgA, IgD und IgE) [12].

Fur immunhistologische
Untersuchungen spielen vor allem
Antikérper des Typs G oder M (siehe
Abbildung 5-3) eine entscheidende
[10]. lhre Struktur

mithilfe enzymatischer Abbaustudien

Rolle konnte
aufgeklart werden. So lassen sich
durch die Inkubation von Antikérpern
der Klasse G mit Papain zwei
identische Molekullabschnitte
erzeugen. Sie sind zur spezifischen
Bindung an die Determinanten der
und
Fab
binding)

Daneben entsteht ein

jeweiligen Antigene befahigt
werden demzufolge als

(Fragment antigen

bezeichnet.

weiterer Molekulbezirk.
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Er besitzt keine Spezifitat fur Antigene, ist aber Trager einer Reihe wichtiger
biologischer Funktionen, wie beispielsweise der Bindung an Oberflachenrezeptoren von
Monozyten oder basophilen Granulozyten. In freier Form neigt er dazu
auszukristallisieren und wird aufgrund dieser Eigenschaft auch Fc (Fragment
crystalline) genannt [109].

Eine weitere Untergliederung der IgG-Antikorper ergibt sich aus dem Aufbau ihrer
Peptidketten. So haben Strukturanalysen gezeigt, dass die Antigen bindenden
Molekulabschnitte Uber Bereiche verfigen, deren Aminosauresequenzen nicht
einheitlich zusammengesetzt sind. Diese werden deshalb auch als variable Regionen
bezeichnet. Sie bilden charakteristische Muster von reaktionsfahigen Gruppen und
ermoglichen so eine spezifische Bindung mit den verschiedenen Antigenen. Die
verbleibenden Molekillbezirke weisen dagegen nur geringfigige Unterschiede im
Aufbau ihrer Peptidketten auf. Infolgedessen kdénnen sie als konstant angesehen
werden.

Antikorper der Klasse M liegen als ringférmige Pentamere vor. Jede ihrer finf
Untereinheiten lasst sich ebenso wie 1gG-Molekule in Antigen bindende und kristalline
Abschnitte aufspalten, die jeweils Uber variable sowie konstante Regionen verflgen.
Um Antikérper fur immunhistologische Zwecke zu erhalten, werden Saugetieren,
bevorzugt Mausen oder Kaninchen, diejenigen Strukturen appliziert, deren Nachweis
spater erfolgen soll. Diese fungieren als Antigene und losen eine spezifische
Immunantwort aus. Daraufhin produziert der Organismus Antikorper, die durch
verschiedene Verfahren aus B-Lymphozyten von Milz oder Lymphknoten, bzw. dem
Blut der Tiere gewonnen und nach entsprechender Aufarbeitung verwendet werden
konnen [10].
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Fur immunhistologische Untersuchungen

stehen grundsétzlich unterschiedliche

Avidin  —— i,,ﬁ.& Techniken zur Verfiigung, von denen die
KodCo ‘\ sog. ABC-Methode (ABC: Avidin-Biotin-
Sekundarantikdrper =

b

Complex) haufig favorisiert wird (siehe

k¢ Enzym
Primérantikorper  ——p X‘ Abbildung 5-4). Dabei handelt es sich um
Biotin
/ \ ein Verfahren hoher Sensitivitat, das die

anigene ——> N\ /\ Darstellung einzelner Zellen oder Gewebe

Abbildung 5-4: Schematische Darstellung der  in mehreren Schritten ermdoglicht und den
ABC Methode, modifiziert nach Boenisch [10]  Einsatz unterschiedlicher

Abbildung: © Agilent Technologies, Inc.
mit freundlicher Genehmigung, Courtesy of

Agilent Technologies, Inc.
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Reagenzien erforderlich macht. Dabei kommt es zunachst zur Anwendung von
Antikdrpern (Erstantikbrpern, Primarantikérpern), die eine spezifische Bindung mit den
antigenen Determinanten der nachzuweisenden Strukturen eingehen. Anschlief3end
werden zuséatzliche, Biotin assoziierte Zweitantikbrper (Sekundarantikorper,
Brickenantikdrper) eingesetzt. Sie richten sich gegen die zur Gewinnung der
Erstantikdrper herangezogenen Spezies, so dass es zu einer Bindung von Sekundar-
und Primarantikdrpern kommt.

Um diese Reaktion zu lokalisieren, finden Avidin-Biotin-Komplexe Verwendung, die
jeweils mit Enzymen, wie z.B. Alkalischer Phosphatase (AP) oder Peroxidase (POD),
konjugiert sind (Avidin-Biotin-Enzymkomplexe). Sie verfliigen Gber mindestens eine freie
Koordinationsstelle und binden infolgedessen an das Biotinmolekul der Zweitantikorper.
Den letzten Schritt des Verfahrens stellt die Visualisierung dar. Dabei werden zur
Konjugation der ABC-Komplexe verwendete Enzyme mithilfe von Substrat-Chromogen-
Lésungen zu farbigen Reaktionsprodukten umgesetzt.

Dem liegen unterschiedliche Mechanismen zu Grunde. So werden beispielsweise
Naphtholphosphatester (Substrate) durch Alkalische Phosphatase im basischen Milieu
zu Phenolkomponenten und Phosphaten hydrolysiert. Die Phenole reagieren
anschlielend mit Diazoniumsalzen (Chromogene) zu unldslichen Azofarbstoffen.

Der Visualisierung von Peroxidase konjugierten Avidin-Biotin-Komplexen liegt dagegen
eine Redox-Reaktion zu Grunde. Hierbei fungiert Wasserstoffperoxid als Substrat. Es
reagiert zunachst mit Peroxidase zu komplexen Molekilen (Enzym-Substrat-Komplexe),
die anschlielend Elektronendonatoren (Chromogene) durch Oxidation zu gefarbten

Endprodukten umsetzen [62].
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5.3.3.2 Problembehandlung

Ein héaufiges Problem bei der Durchfihrung immunhistologischer Untersuchungen
stellen unspezifische Anfarbungen des untersuchten Gewebes (Hintergrundférbungen)
dar.

Die Hauptursache hierfur liegt in den chemischen Eigenschaften von Peptiden
begriindet. Sie sind hydrophob und neigen deshalb dazu, sich im wassrigen Milieu
zusammen zu lagern [106]. Dadurch kann es zu Bindungen von Antikérpern an
Gewebeproteine kommen, denen keine spezifische Immunreaktion zugrunde liegt.
Dieser Effekt lasst sich durch den Einsatz proteinreicher Reagenzien abschwachen. Im
Rahmen der vorangehend beschriebenen ABC-Methode (siehe Kapitel 5.3.3.1) finden
hierfir haufig sog. Normalseren Verwendung, mit denen das Gewebe zu Beginn von
immunhistologischen Untersuchungen vorbehandelt wird. Diese stammen aus
derjenigen Spezies, die zur Gewinnung der Sekundarantikbrper herangezogen wurde.
Dadurch lassen sich unspezifische Bindungen von PrimarantikGrpern an
Gewebeproteine minimieren, ohne dass es anschlieRend zu Wechselwirkungen mit den
Sekundarantikdrpern kommt.

Dariber hinaus kann im Rahmen der ABC-Methode bei entsprechender
Enzymkonjugation endogene Peroxidaseaktivitat des untersuchten Gewebes zu
Hintergrundfarbungen fuhren.

Um dieses Problem weitestgehend auszuschlieBen, erfolgt Ublicherweise eine
zusatzliche Vorbehandlung mit Wasserstoffperoxidldsung im Uberschuss. Dadurch
kommt es zur Ausbildung katalytisch inaktiver Enzym-Substrat-Komplexe, die bei
Fehlen von Elektronendonatoren reversibel blockiert werden [62].

5.3.3.3  Durchfuhrung

Fur die immunhistologischen Analysen wurden einzelne Gewebeldngsschnitte fir den
gesamten Beobachtungszeitraum (siehe Kapitel 5.1.2) hinsichtlich der Prasenz von
Granulozyten, Makrophagen sowie Gefallen und dartiber hinaus zu den
Untersuchungszeitpunkten von ein und drei Wochen auf die zellulare Reaktion von
Osteoblasten hin untersucht.

Die Durchfihrung erfolgte gemald der ABC-Methode (modifiziert nach Hsu [38])

entsprechend des nachfolgend aufgefiihrten allgemeinen Protokolls (siehe Tabelle 5-4).
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Allgemeines Protokoll immunhistologischer Untersuchungen

1. Herstellung gebrauchsfertiger Lésungen

Ldésung

Herstellung

Phosphatpuffer pH 7,2

» Verdinnung von Phosphatpufferlésung?é mit

demineralisiertem Wasser auf 1000 ml

Primarantikérper

= Verdunnung der Antikdrperlésung mit Hintergrund
minimierender Losung?’ in jeweils vom Hersteller

empfohlener Konzentration

Methanolische

Wasserstoffperoxidldsung 3 %

Verdinnung von 20 ml 30 %-iger wassriger

Wasserstoffperoxidldsung?® mit 180 ml Methanol

Normalserum

Mischung von 100 pl Normalserum?® mit 5 ml
Phosphatpuffer pH 7,2

Chromogenpuffer pH 8,2

= Ldsung von 3,699
Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrachlorid,
0,549 Tris(hydroxymethyl)aminomethan und
2,63g Natriumchlorid3® in 200 ml demineralisiertem

Wasser

Einstellung des pH- Wertes mittels 2 molarer

Natriumhydroxidldsung

Auffillung des Volumens durch demineralisiertes
Wasser auf 300 ml

ABC—Komplexe3! 32

Vermischung von 50ul Reagenz A und B mit 5 ml
Phosphatpuffer pH 7,2

Einhaltung von 30 Minuten Mindestreaktionszeit vor

der Anwendung

Methylgriin-Férbelésung

= Ldsung von 2 g Methylgrtinpulver33 in 200 ml
demineralisiertem Wasser

= Zugabe von 30 ml 100 %-igem Ethanol

Durchmischung mittels Magnetrihrers3# fr
10 Minuten

% phosphatpufferldsung pH 7,2, Fa. Waldeck GmbH & Co KG, Miinster, Deutschland
27 Antibody Diluent with Background Reducing Components, Fa. DAKO, Hamburg, Deutschland
28 Wasserstoffperoxidlésung 30% per analysi, Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

2 pferde-Normalserum, Fa. Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A.

30 Zur Herstelung des Chromogenpuffers verwendete Feststoffe: Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

31 Vectastain ABC-AP KIT, Fa. Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A.
%2 vectastain ABC KIT, Fa. Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A.

33 Methylgriin Zinkchloridsalz fir die Mikroskopie, Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
34 Magnetruhrer MR 3001 K 3001, Fa. Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Kelkheim, Deutschland
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Substrat-Chromogenlésung zur
Visualisierung von mit Alkalischer
Phosphatase konjugierten ABC-

Komplexen3®

= Vermischung von 2,5 ml Chromogen-Puffer mit
einem Tropfen Reagenz 1

= Zugabe eines Tropfens Reagenz 2 und
anschlieBende Mischung der Losungen

= Zugabe von einem Tropfen Reagenz 3 und erneute

Durchmischung

Substrat-Chromogenlésung zur
Visualisierung von mit Peroxidase

konjugierten ABC-Komplexen3¢

= Vermischung von 2,5 ml demineralisiertem Wasser
mit einem Tropfen Phosphatpuffer

= Zugabe von zwei Tropfen Reagenz 1 und
anschlieende Mischung der Losungen

= Zugabe von einem Tropfen Reagenz 2 und erneute

Durchmischung

Biotinylierter Sekundarantikdrpers”

= Verdinnung von 100 ul Antikérperldsung mit
100 ul Normalserum

= Mischung mit 5 ml Phosphatpuffer pH 7,2

2. Deparaffinisierung und Rehydratisierung des Gewebes (siehe Kapitel 5.3.2.2)

3. Inhibierung der endogenen Peroxidase mittels 3 %-iger methanolischer

Wasserstoffperoxidlésung fir 10 Minuten (nur bei Verwendung Peroxidase

konjugierter ABC-Komplexe)

4. Zweimalige Spilung mit Phosphatpuffer fir jeweils 5 Minuten (nur bei Verwendung

Peroxidase konjugierter ABC-Komplexe)

5. Umrandung des Gewebes mittels Fettstiftes®®, um ein anschlieRendes Verlaufen der

verwendeten Losungen zu verhindern

Inkubation mit Normalserum fir 20 Minuten

Inkubation mit Priméar-Antikorper fir 24 Stunden bei einer Temperatur von + 8°C

Zweimalige Spulung mit Phosphatpuffer fur jeweils 5 Minuten

©|l®l N2

Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikérper fir 30 Minuten

10. Zweimalige Spulung mit Phosphatpuffer fur jeweils 5 Minuten

11. Inkubation mit ABC-Komplex fuir 50 Minuten

12. Zweimalige Spilung mit Phosphatpuffer fir jeweils 5 Minuten

13. Zweimalige Inkubation mit Chromogenpuffer fur jeweils 2 Minuten (nur bei

Verwendung mit Alkalischer Phosphatase konjugierter ABC-Komplexe)

% Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Fa. Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A
3 DAB Substrate Kit For Peroxidase, Fa. Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A
37 Biotinylated Anti-Mouse IgG (H+L)-Affinity-Purified-Rat absorbed, Fa. Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A

3% pap Pen, Fa. The Binding Site, Birmingham, U.K.
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14. Inkubation mittels entsprechender Substrat-Chromogen-L&sung fiir 1 Minute

15. Lichtmikroskopische Betrachtung eines Paraffinschnittes bei 20-facher Vergréf3erung

bis zur Anfarbung der positiven Zellen bzw. Gefal3e (Entwicklung)

16. Einmalige Spulung mit Phosphatpuffer fiir 5 Minuten

17. Kerngegenfarbung durch kurzes Eintauchen der Gewebelangsschnitte in Methylgriin-

Farbelésung

18. Entwasserung des Gewebes (siehe Kapitel 5.3.2.2)

19. Versehen des Gewebes mit Deckglasern (siehe Kapitel 5.3.2.2)

Tabelle 5-4: Allgemeines Protokoll immunhistologischer Untersuchungen
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Abweichungen ergaben sich lediglich durch Verwendung unterschiedlicher
Primarantikdrper sowie zur Visualisierung eingesetzter Substrat-Chromogen-Lésungen
(siehe Tabelle 5-5). Fur die Analysen wurde jeweils ein Gewebelangsschnitt pro
Primarantikorper, Versuchsgruppe und Untersuchungszeitpunkt herangezogen.
Samtliche Schritte wurden, soweit nicht anders aufgeflihrt, bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Die Deparaffinisierung, Entwéasserung, Spulung und Rehydratisierung des Gewebes,
sowie die Inhibierung endogener Peroxidaseaktivitat erfolgte gemafl der bereits in
Kapitel 5.3.1 beschrieben Vorgehensweise.

Zur Durchfuhrung der Inkubation wurden dagegen jeweils 20 pl des entsprechend
verwendeten Reagenzes auf die Tibialangsschnitte pipettiert>® und diese in einem mit
zwei befeuchteten Einmalhandtiichern ausgelegten Instrumentenkasten aufbewahrt, um

einer Austrocknung des Gewebes vorzubeugen.

. L . Substrat-Chromogen-
Zielstruktur Primarantikorper

Losung

Makrophagen

Monoclonal Antibody to Rat
Monocytes/Macrophages
Fa. Acris Antibodies GmbH,

Hiddenhausen, Deutschland

Red Alkaline Phosphatase
Substrate Kit | Fa. Vector

Laboratories—Burlingame,
U.S.A.

Granulozyten

HIS 48 Mouse IgM K, Fa. BD
PharMingen, Heidelberg, Deutschland

DAB Substrate Kit for
Peroxidase, Fa. Vector
Laboratories—Burlingame,
U.S.A.

GefalRe

Monoclonal Mouse Anti-Human
Smooth Muscle Actin, Clone 1 A4
Fa. DakoCytomation, Denmark A/S

Red Alkaline Phosphatase
Substrate Kit | Fa. Vector

Laboratories—Burlingame,
U.S.A.

Osteoblasten

Klon E 11, Departement Klinische

Forschung, Universitat Bern

Red Alkaline Phosphatase
Substrate Kit | Fa. Vector

Laboratories—Burlingame,
U.S.A

Tabelle 5-5: Verwendete Primarantikdrper und Substrat-Chromogen-Lésungen

3 verwendete Pipette: Eppendorf Reference variabel, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland
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5.4 TRAP-Farbung

54.1 Theoretischer Hintergrund

Die TRAP-Farbung ermoglicht den Nachweis von Osteoklasten. Dabei wird Fast-Red-
Violett-Salz durch von den Zellen sezernierte Tartrat-resistente saure Phosphatase
(tartrate-resistant acid phosphatase, TRAP) zu einem rot-violett gefarbten Produkt

umgesetzt.

5.4.2 Durchfihrung

Fur die TRAP-Farbung wurde zu den Untersuchungszeitpunkten von einer und drei
Wochen jeweils ein Gewebeldngsschnitt pro Versuchsgruppe entsprechend dem
nachfolgend aufgefiihrten Protokoll (siehe Tabelle 5-6) analysiert. Die Durchfihrung der
einzelnen Schritte erfolgte gemal der in Kapitel 5.3.1 beschriebenen Vorgehensweise.
Da Xylen zur Herabsetzung der Farbintensitat TRAP positiver Zellen fuhrt, entfiel die im
Rahmen der Ubersichtsfarbung sowie immunhistologischer Analysen durchgefiihrte
Gewebeentwasserung im Anschluss an den Farbeprozess. Deshalb wurde als
Einschlussmittel fur das abschlielende Versehen des Gewebes mit Deckglasern
wasserlosliche Methylzellulose verwendet.
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Protokoll fir die TRAP-Féarbung

1. Herstellung gebrauchsfertiger Losungen

Ldsung

Herstellung

TRAP-Puffer pH 5,0

=L dsen von 3,2g Natriumacetat und 46,01g Natriumtartrat*® in
150 ml demineralisiertem Wasser

= Einstellung des pH-Wertes mittels 2 molarer
Natriumhydroxidldsung.

= Auffillung des Volumens mit demineralisiertem Wasser auf
200 ml.

TRAP-Farbelésung

sLdsen von 40 mg Naphtol AS-MIX Phosphat,

240 mg Fast Red Violett LB Salt,
2 ml Triton X und 4 ml N-N-Dimethylformamid4! in 200 ml
TRAP-Puffer

Deparaffinisierung und Entwéasserung des Gewebes (siehe Kapitel 5.3.2.2)

Spulung mit TRAP-Puffer fir 10 Minuten

Aufbewahrung der Schnitte in der TRAP-Farbelésung fur 2 Stunden bei 37°C

Spilung mit demineralisiertem Wasser fir 1 Minute

Kerngegenfarbung mit Methylgrin (siehe Kapitel 5.3.3.3)

Kurzes Eintauchen in Ethanol 70 %

Spulung mit demineralisiertem Wasser fiir 1 Minute

© | © N g~ w]DN

Versehen des Gewebes mit Deckglasern

Tabelle 5-6: Angewendetes Protokoll fiir die TRAP-Farbung

0 Feststoffe: Fa. Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland

4! Feststoffe und flissige Reagenzien: Fa. Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland
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5.5 Auswertung

5.5.1 Allgemeines

Samtliche histologische Analysen wurden unter Verwendung eines konventionellen

Lichtmikroskops?? in 20-facher VergroRerung ausgewertet.

5.5.2  Ubersichtsfarbung

Die Auswertung der HE-Farbung erfolgte deskriptiv. Dazu wurde jeweils ein
Gewebelangsschnitt pro Versuchsgruppe und Untersuchungszeitpunkt vollstandig im
Hinblick auf dessen Morphologie untersucht.

42 Leica DMRB Mikroskop, Fa.Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, 35530 Wetzlar, Deutschland
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5.5.3 Immunhistologie/TRAP-Farbung

Frakturspalt Dle Auswe rtUng
— immunhistologischer Analysen
und der  TRAP-Farbung

Endostaler

Kallus erfolgte  quantitativ. =~ bzw.

Periostaler

Kallus

Knochenmark

semiquantitativ (siehe Kapitel

S \ 5.5.3.1 und 5.5.3.2).

Hierfar wurden Periost,
periostaler, interfragmentarer

Kortikalis

sowie endostaler Kallus,

Interfragmentarer

Kallus soweit vorhanden, innerhalb

Periost

festgelegter

@ @ @ Untersuchungsbereiche (ROI:

region of interest, siehe

Abbildung 5-5: Schematische Darstellung der Abbildung 5-5) jeweils
Untersuchungsbereiche (ROI: Region Of Interest) vollstandig auf die Prasenz
ROI 1: Zentrum der Fraktur bzw. Weichteiltraumatisierung von Granulozyten,
ROI 2: Peripherie: Jeweils zwei Gesichtsfelder (20-fache Makrophagen, Gefallen,

VergrofRerung, siehe Kapitel 5.5.1) proximal sowie Osteoblasten sowie

distal vom Zentrum der Schadigung entfernter . ..
gund Osteoklasten hin Uberprift.

Bereich
ROI 3: Auf3enbereich: Maximal vom Zentrum der Schadigung
entfernter Bereich des Periosts

eigene Abbildung

5.5.3.1 Granulozyten, Makrophagen, Gefal3e

Die Auswertung immunhistologischer Untersuchungen beziglich der
verletzungsbedingten Reaktion von Granulozyten, Makrophagen sowie Gefalien
erfolgte quantitativ mithilfe eines computergestiitzten Bildanalysesystems*3. Dieses
erlaubte es, mikroskopische Bilder auf dem Monitor eines Rechners mal3stabsgetreu
darzustellen, so dass die Auswertung im makroskopischen Bereich stattfinden konnte.

Dazu wurden Periost, periostaler, interfragmentarer sowie endostaler Kallus jeweils

43 Bildanalysesystem: KS 400, Carl Zeiss Jena, Deutschland
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mittels Computermaus gekennzeichnet und deren Flache durch das Bildanalysesystem
berechnet. Anschliel3end erfolgte die Markierung von positiven Zellen bzw. GefalRen per
Mausklick durch den Beobachter. Dabei wurden alle ermittelten Werte automatisch vom
Bildanalysesystem gespeichert, den jeweils untersuchten Strukturen zugeordnet und
die Anzahl der Zellen bzw. Gefal3e auf einen mmz2 normiert. Danach erfolgte jeweils die
Bildung des arithmetischen Mittels der fur das Periost, den periostalen,
interfragmentaren sowie endostalen Kallus erhaltenen Ergebnisse. Anschlie3end wurde
durch Addition der entsprechenden Mittelwerte die Gesamtanzahl positiver Zellen bzw.

GeféalRe fur das Periost und den Kallus berechnet.

5.5.3.2 Osteoblasten, Osteoklasten

Die analytische Auswertung von Osteoblasten und Osteoklasten erfolgte
semiquantitativ, modifiziert nach Remmele [81].

Dazu wurde durch zwei unabh&ngige Beobachter sowohl die prozentuale Verteilung
positiver Zellen als auch deren Farbintensitat bestimmt, jeweils entsprechenden
Werteskalen zugeordnet und aus dem Produkt der ermittelten Einzelwerte ein
immunreaktiver Score (IRS) gebildet (siehe Tabelle 5-7).

Anschliel3end erfolgte die Berechnung des arithmetischen Mittels, jeweils bezogen auf
das Periost, den periostalen, interfragmentaren sowie endostalen Kallus. Danach wurde
durch Addition der entsprechenden Mittelwerte die Immunreaktivitat von Osteoblasten

bzw. die Prasenz von Osteoklasten des gesamten Periosts sowie Kallus bestimmt.
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Material und Methoden

Farbintensitat Keine Schwache MaRige Starke

Farbintensitat: | Farbintensitat: | Farbintensitat: | Farbintensitat:
Prozentuale Wert =0 Wert = 1 Wert = 2 Wert = 3
Zellverteilung
Keine positiven Zellen:

IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
Wert =0
< als 10% positive Zellen:

IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS=3
Wert =1
10 - 50% positive Zellen:

IRS=0 IRS=2 IRS=4 IRS=6
Wert =2
51 - 80% positive Zellen:

IRS=0 IRS=3 IRS=6 IRS=9
Wert = 3
> als 80% positive Zellen:

IRS=0 IRS=4 IRS=8 IRS =12
Wert = 4

Tabelle 5-7: Immunreaktiver Score, modifiziert nach Remmele [81]

554 Statistik

Die statistische Auswertung unabhangiger Parameter erfolgte mittels

univariater

Varianzanalyse. Dazu wurden die ermittelten Gesamtwerte von Periost und Kallus

jeweils auf das Auftreten signifikanter Unterschiede hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs

sowie der verschiedenen Versuchsgruppen tberprift. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich

fur den periostalen Kallus zum Untersuchungszeitpunkt von einer Woche erhaltener

Werte (siehe Kapitel 6.1) zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.

Zur Uberprifung regionaler Unterschiede innerhalb des Periosts sowie Struktur

bedingter Unterschiede (Periost, periostaler, endostaler und interfragmentarer Kallus)

wurde pro Versuchsgruppe eine univariate Varianzanalyse mit Messwiederholungen

durchgefihrt.
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6 Ergebnisse

6.1 HE-Farbung

In der Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin/Eosin stellte sich nach isoliertem
Weichteilschaden ein intaktes, gegeniber der Kortikalis klar abgegrenztes Periost dar.
Dabei konnte innerhalb der ersten Woche nach Intervention zwischen geschadigtem
Muskel und intakter Kortikalis eine deutliche Verdickung des Periosts beobachtet
werden, die sich nach drei Wochen wieder zurlckbildete. Dariiber hinaus zeigte sich
zum Untersuchungszeitpunkt von einer Woche ein vorwiegend aus Geflechtknochen
bestehender Kallus, der monokortikal zwischen unbeschadigter Kortikalis und
verdicktem Periost lokalisiert war.

Daneben lieR sich 24 wund 48 Stunden nach isolierter Fraktur oder
Kombinationsverletzung die Entstehung eines durchgehenden Bruchspaltes sowie eine
partielle Ablésung des Periosts von der angrenzenden intakten Kortikalis und die damit
verbundene Ausbildung eines ausgedehnten Hamatoms feststellen.

Nach einer Woche konnte die vollstandige Uberbriickung des Frakturspalts durch einen
aus Bindegewebe, Knorpel und Geflechtknochen bestehenden Kallus beobachtet
werden, der gegeniber dem umliegenden Weichteilmantel von einer deutlich
verbreiterten Knochenhaut abgegrenzt wurde.

Zum Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen zeigte sich dagegen ein erheblich
verkleinerter Kallus mit fehlenden Bindegewebsanteilen, dem ein zweischichtiges
intaktes Periost auflag.

6.2 Immunhistologie/TRAP-Farbung

6.2.1 Allgemeines

Die immunhistologischen Untersuchungen sowie die TRAP-Farbung des periostalen
Kallus zum Untersuchungszeitpunkt von einer Woche ergaben in keinem Fall
signifikante Unterschiede der Zell- bzw. Gefal3anzahl zwischen den einzelnen

Versuchsgruppen.

63



Ergebnisse

6.2.2 Granulozyten

Als unmittelbare Reaktion auf Verletzung konnte zu den Untersuchungszeitpunkten von
24 und 48 Stunden fir das Periost ein verstarktes Granulozytenaufkommen festgestellt
werden (siehe Abbildung 6-1).

Dabei waren infolge eines isolierten Muskeltraumas annahernd gleichbleibende
Zellzahlen nachweisbar. Dagegen konnte nach isolierter Fraktur eine leichte Reduktion
der Granulozytendichte von 24 bis hin zu 48 Stunden beobachtet werden, wahrend
diese innerhalb des gleichen Zeitraums infolge einer Kombinationsverletzung signifikant
zunahm. Gleichzeitig waren deutliche Unterschiede der Zellanzahl in Abhangigkeit vom
Verletzungsmuster erkennbar. So konnte innerhalb der ersten zwei Tage nach
' ; isoliertem Weichteilschaden,
separater Fraktur oder
Kombinationsverletzung jeweils
eine bedeutsame Erh6hung der
Granulozytenanzahl im

Vergleich  zum  unverletzten

Periost  festgestellt  werden.
AulRerdem lieRen sich nach 24

Stunden aufgrund einer

Y separaten Fraktur signifikant
e

-

mehr Zellen nachweisen als

infolge isolierter

Weichteilverletzung.  Daneben

Abbildung 6-1: Immunhistologischer Nachweis von . .

zeigten sich zum
Granulozyten im Periost des peripheren )
Untersuchungsbereiches 24 Stunden nach Fraktur. Untersuchungszeitpunkt von 48

Zwischen Muskelzellen (A) und Kortikalis (C) zeigt sich ein Stunden nach separatem

verletzungsbedingt zerstortes Periost (B) mit braun Weichteilschaden signifikant

angefarbten Granulozyten (siehe Pfeil). weniger Granulozyten als

eigene Abbildun . T
g J aufgrund einer isolierten Fraktur

oder Kombinationsverletzung.
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Nach einer Woche konnte dann insgesamt eine evidente Reduktion der
Granulozytendichte auf Werte unterhalb des Kontrollniveaus festgestellt werden. Dabei
lieRen sich unabhangig vom Verletzungsmuster jeweils signifikant weniger Zellen
nachweisen als zu den Untersuchungspunkten von 24 und 48 Stunden. Nach drei
Wochen nahm die Granulozytendichte dagegen wieder leicht zu, wobei sich infolge
isolierter Weichteilschadigung oder Fraktur eine signifikante Erhéhung der Zellanzahl im
Vergleich zum Untersuchungszeitpunkt von einer Woche nachweisen liel3. Allerdings
war die Granulozytendichte nach drei Wochen im Vergleich zum frihen
Beobachtungszeitraum immer noch wesentlich verringert. So zeigte sich hier fiur alle
Verletzungsmuster eine bedeutsame Verminderung der Zellanzahl gegeniber dem

Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden. Gleichzeitig liel3en sich signifikant weniger

Granulozyten nachweisen als 48 Stunden nach isolierter Fraktur oder
Kombinationsverletzung (siehe Abbildung 6-2).
Granulozyten im Gesamtperiost
_ * |:| Kontrolle
600 o B Trauma
# - Fraktur
T [l Fraktur+Trauma
500 -
[0}
#
NE T
400 -
£
< o
®© #
& 300 4
o
©
N
200 -
$
#
# # . @
100 - . s rol
0
| 24h | 48 h I 1Wo___ || 3Wo___ |
# p <0,05 vs. Kontrolle * p<0,05vs.24h
0 p<0,05vs. Trauma @ p<0,05vs.48h
$ p <0,05 vs. Fraktur ! p<0,05vs.1Wo

Abbildung 6-2: Anzahl von Granulozyten im gesamten Periost
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Daneben wies das Periost deutliche regionale Unterschiede in der
Granulozytenprasenz auf.

So zeigte sich 24 Stunden infolge einer separaten Fraktur sowie 48 Stunden nach
isolierter Weichteilschadigung oder Fraktur sowohl zentral als auch peripher eine
bedeutsame Erhéhung der Zellanzahl im Vergleich zum Auf3enbereich (siehe Abbildung
6-3).

Regionaler Vergleich des Granulozytenaufkommens im Periost 24 h nach Fraktur Regionaler Vergleich des Granulozytenaufkommens im Periost 48 h nach Fraktur
800 500

400 -
600 -
300 A *

£
o~
£ * £

£ 4001 =

= g

E 5 20

8 T

(0] N

N

200 1 100 -
o 0 T T T
' ! i zentral peripher maximal entfernt
zentral peripher maximal entfernt
] Region

A Region B 9

Regionaler Vergleich des Granulozytenaufkommens im Periost 48 h nach Trauma

* p < 0,05 vs. maximal entfernter Bereich

250
200

Abbildung 6-3: Regionaler Vergleich des & *

Granulozytenaufkommens im Periost % 1 [

nach isolierter Verletzung % 100 1 :

A: 24h nach Fraktur (

B: 48 h nach Fraktur ] ﬁ

C: 48 h nach Trauma 0 ; , '
zentral peripher  maximal entfernt

C Region

66




Ergebnisse

Zusatzlich lieRen sich zu den Untersuchungszeitpunkten von 24 und 48 Stunden infolge
einer Kombinationsverletzung im Zentrum der Schadigung signifikant mehr Zellen
nachweisen als im Aul3enbereich. Weiterhin konnte drei Wochen nach
Kombinationsverletzung in der Peripherie eine bedeutsame ErhOhung der

Granulozytendichte gegeniiber dem Aul3enbereich festgestellt werden (siehe Abbildung
6-4).

Vergleich des im Periost 24 h nach Fraktur + Trauma g Vergleich des im Periost 48 h nach Fraktur + Trauma

250

1000
200 - 800 4
*
o 150 * N 600 4
< =
LE; 100 - w E 400
g
50 200 4
0 T T T 0 T T T
zentral peripher maximal entfernt zentral peripher maximal entfernt
A Region B Region
Vergleich des im Periost 3 Wo nach Fraktur +Trauma
60
* * p < 0,05 vs. maximal entfernter Bereich
50 w
401 w w Abbildung 6-4: Regionaler Vergleich des
§ 24 Granulozytenaufkommens im Periost nach
% . .
c Kombinationsverletzung
T 204
N A: 24h nach Fraktur und Trauma
1 B: 48 h nach Fraktur und Trauma
0 . . . C: 3Wochen nach Fraktur und Trauma
zentral peripher maximal entfernt
C Region
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Im Kallus zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Zellanzahl. Jedoch konnte

infolge isolierter Fraktur eine leichte Reduktion der Granulozytendichte von einer bis hin

zu drei Wochen beobachtet werden,

Granulozyten im Gesamtkallus
250

200 1

150 4

100 1

Zellanzahl/ mm?2

50 -

1 Wo, | 3Wo

Abbildung 6-5: Anzahl von Granulozyten im
Gesamtkallus

wéhrend aufgrund einer
Kombinationsverletzung innerhalb
dieses Zeitraums ein geringfligiger

Anstieg der Zellanzahl erkennbar war.
Gleichzeitig lieBen sich nach einer
Woche infolge isolierter Fraktur mehr
Granulozyten nachweisen als aufgrund
einer Kombinationsverletzung. Im

Gegensatz dazu zeigte sich zum

Untersuchungszeitpunkt von drei

Wochen

infolge isolierter Fraktur eine geringere Zelldichte als nach Kombinationsverletzung

(siehe Abbildung 6-5).
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Im Vergleich der einzelnen Strukturen lieRen sich dagegen erhebliche Unterschiede des
Granulozytenaufkommens feststellen (siehe Abbildung 6-6).

So konnte im Zentrum der Schadigung nach drei Wochen infolge isolierter Fraktur fur
das Periost eine signifikante Erhéhung der Zellanzahl gegeniber dem periostalen

Kallus festgestellt werden.

Granulozyten im Strukturvergleich 3 Wo nach Fraktur (ROI 1) Granulozyten im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur (ROl 2)
60 250
= Fraktur
ralaur + Trauma
50 4 =
w 200 4
€ 40 t
£ € 150
~ —
= ] =
g N
c c
k] % 100
[0}
N 20 T N =
50 4
10 4
T -
0 . - 0
Periost periostaler Kallus | periostaler Kallus | | endostaler Kallus |
A Struktur B

= p < 0,05 vs. periostaler Kallus

Granulozyten im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur+ Trauma (ROI 2)
50

Abbildung 6-6: Granulozyten im
“ Strukturvergleich

201 A: 3 Wochen nach Fraktur im Zentrum der
Schadigung (ROI 1)

B: 1 Woche nach Fraktur und

20 q

Zellanzahl / mm?

0] Kombinationsverletzung im peripheren
H—‘ Bereich (ROI 2)
° Periost perostalr Kallus C: 1 Woche nach Kombinationsverletzung im
Struktur peripheren Bereich (ROI 2)

Dartber hinaus zeigten sich in der Peripherie zum Untersuchungszeitpunkt von einer
Woche wesentliche Unterschiede der Granulozytendichte. So konnte infolge isolierter
Fraktur oder Kombinationsverletzung im endostalen Kallus eine bedeutsame Erhéhung
der Zellanzahl gegenuber dem periostalen Kallus festgestellt werden. Zusatzlich liel3en
sich hier im Periost aufgrund einer Kombinationsverletzung signifikant mehr

Granulozyten nachweisen als im periostalen Kallus.
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6.2.3 Makrophagen

Der immunhistologische Nachweis von Makrophagen zeigte vor allem wahrend des
frihen Beobachtungszeitraums eine verletzungsbedingte Erhdhung der Zelldichte im
Periost (siehe Abbildung 6-7). Dabei lie3 sich 24 Stunden nach isoliertem
Weichteiltrauma die maximale Zellanzahl nachweisen. Daneben konnte infolge von
separater Fraktur oder Kombinationsverletzung eine leichte Erhéhung der
Makrophagendichte gegeniber dem unverletzten Periost festgestellt werden, die
innerhalb des Beobachtungszeitraums von 24 bis hin zu 48 Stunden jeweils leicht
zunahm.

Daruiber hinaus zeigten sich wesentliche Unterschiede der Zellanzahl in Abh&ngigkeit

vom Verletzungsmuster. So lieRen sich zum Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden

(A W T Qs ~ aufgrund eines isolierten
oo S0 ERe i, N\ e P A et . . N

Vet Vomenoeng 8 e VSO P Weichteilschadens  signifikant

) SN (T G / = "% mehr Makrophagen nachweisen

i et R AN R -~ als nach separater Fraktur oder

ot e R NSRS
= Faim T e Kombinationsverletzung.
o ; A ER & S\ " Zusatzlich konnte 24 und 48
- . - > G TR

Stunden infolge einer isolierten
Weichteilschadigung sowie 48
B < Stunden nach
Kombinationsverletzung jeweils

eine bedeutsame Erhdhung der
Abbildung 6-7: Immunhistologischer Nachweis von

. . _ Zellanzahl im Vergleich zur
Makrophagen im Periost des peripheren

Untersuchungsbereiches 48 Stunden nach Fraktur und Kontrollgruppe festgestellt

Weichteilschaden. werden.

Der Kortikalis (B) liegt ein verletzungsbedingt verdicktes Zuym Untersuchungszeitpunkt
Periost (A) auf, in dem sich rot angefarbte Makrophagen von einer Woche war dann
zeigen (siehe Pfeil).

_ , insgesamt ein deutlicher
eigene Abbildung

Ruckgang der
Makrophagendichte mit signifikant weniger Zellen im Vergleich zum frihen
Beobachtungszeitraum erkennbar. Gleichzeitig konnten hier durchschnittlich weniger

Makrophagen nachgewiesen werden als im unverletzten Periost.
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Nach drei Wochen stieg die Zelldichte erneut an und erreichte damit in etwa wieder das
Kontrollniveau, =~ wobei  sich infolge einer isolierten oder zusatzlichen
Weichteilschadigung immer noch signifikant weniger Makrophagen nachweisen lief3en

als wahrend des frihen Beobachtungszeitraums (siehe Abbildung 6-8).

Makrophagen im Gesamtperiost

600
I:l Kontrolle
- Trauma
# - Fraktur
500 - —_ I Fratur + Trauma
~ 400 +
€
£
5
< 300 A
c #
©
D #
N 200 4 ° .
o * e
100 T .
O ¢

I 24h Il 48 h Il 1 Wo | | 3 Wo I
# p < 0,05 vs. Kontrolle * p<0,05vs.24h
0 p<0,05vs. Trauma @ p<0,05vs.48h

Abbildung 6-8: Anzahl von Makrophagen im gesamten Periost
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Dariber hinaus zeigte der regionale Vergleich des Periosts zum
Untersuchungszeitpunkt von 48 Stunden infolge isolierter  Fraktur oder
Kombinationsverletzung fiir das Zentrum der Schadigung und die periphere Zone
jeweils eine bedeutsame Erhéhung der Makrophagenanzahl im Vergleich zum
Aul3enbereich (siehe Abbildung 6-9).

Vergleich des im Periost 48 h nach Fraktur Vergleich des im Periost 48 h nach Fraktur und Trauma

400 500
400 - *
300 4 *
£
o ]
E g 300
£ =
= 200 4 * S «
c c
] <
& T 200 A T
T N
N
100 A
100 A
] T T T 0 T T T
zentral peripher maximal entfernt zentral peripher maximal entfernt
A Region B Region

* p < 0,05 vs. maximal entfernter Bereich

Abbildung 6-9: Regionaler Vergleich des Makrophagenaufkommens im Periost
A: 48 h nach Fraktur
B: 48 h nach Fraktur und Trauma
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Makrophagen im Gesamtkallus Im Kallus waren dagegen keine

250

—— signifikanten Unterschiede der

B Fraktur + Trauma

200

zellularen Reaktion erkennbar.
150 Allerdings konnte infolge isolierter

Fraktur eine geringfigige Abnahme

100 o

Zellanzahl/mm?

der Zellanzahl von einer bis hin zu drei

507 Wochen beobachtet werden,

0 wohingegen diese innerhalb des
1Wo 3 Wo

gleichen Zeitraums aufgrund einer

Abbildung 6-10: Anzahl von Makrophagen im Kombinationsverletzung leicht

gesamten Kallus zunahm. Dabei lieBen sich zum

Untersuchungszeitpunkt von einer Woche infolge isolierter Fraktur geringfiigig mehr
Makrophagen nachweisen als nach Kombinationsverletzung, wahrend zum
Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen so gut wie kein Unterschied der Zellanzahl
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen mehr erkennbar war (siehe Abbildung 6-10).
Darlber hinaus zeigte der Vergleich von Periost, periostalem, endostalem und
interfragmentaren  Kallus ebenfalls keine signifikanten  Unterschiede des

Makrophagenaufkommens.
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6.2.4 GefalRe

Der immunhistologische Nachweis von Gefal3en zeigte flr das Periost insgesamt eine
verletzungsbedingte Erh6hung der Vaskularisierung (siehe Abbildung 6-11).

Dabei konnte wéahrend des frihen Beobachtungszeitraums unabhéngig vom
Interventionsmuster jeweils eine leichte Reduktion der vaskularen Dichte von 24 bis hin
zu 48 Stunden beobachtet werden. Gleichzeitig waren hier zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen teilweise deutliche Unterschiede der GefaRanzahl erkennbar. So
zeigte sich 24 und 48 Stunden nach Kombinationsverletzung sowie 24 Stunden infolge
isolierter Weichteilschadigung jeweils eine bedeutsame Erhéhung der vaskularen
Dichte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zusatzlich lieBen sich  zum
Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden infolge isolierter Fraktur signifikant weniger

GefaRe nachweisen als nach

B -+ . separatem Weichteilschaden

oder  Kombinationsverletzung.

e (&fﬁfé{l{??:{j:T.::f‘,—:f*:;{f Dariiber hinaus konnte 48
;’@‘ - S e Stunden nach
e (e e« . 7T & Kombinationsverletzung  eine
\ — signifikant hohere GefaRanzahl

C ' nachgewiesen  werden als
aufgrund isolierter Fraktur oder

Abbildung 6-11: Immunhistologischer Nachweis von Weichteilschadigung.
GefaR [ Periost d iph : . .
erasen 'm eros es PEMIPNETEN " Nach einer Woche zeigte sich

Untersuchungsbereiches 24 Stunden nach Fraktur.

Zwischen Muskelzellen (A) und Kortikalis (C) zeigt sich ein infolge  separater Frakiur oder

verletzungsbedingt  zerstrtes Periost (B) mit rot VWeichteilschadigung wieder eine

angeféarbten GefaRen (siehe Pfeil). leichte Zunahme der
eigene Abbildung Vaskularisierung gegeniiber
dem frihen Beobachtungszeitraum, wahrend sich die Gefalanzahl nach

Kombinationsverletzung hier weiter verringerte.
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Drei Wochen nach Intervention konnte dann unabhangig vom Verletzungsmuster eine
leichte Erh6hung der vaskularen Dichte gegenuber dem Untersuchungszeitpunkt von
einer Woche festgestellt werden.
Beobachtungszeitraum im Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen jeweils ein und
drei Wochen nach isolierter Weichteilschadigung oder Kombinationsverletzung sowie

drei Wochen infolge separater Fraktur signifikant mehr Gefal3e nachweisen als in der

Dartiber hinaus

Kontrollgruppe (siehe Abbildung 6-12).

lieBen sich fir den spaten

Gefalle im Gesamtperiost

180
z i I:l Kontrolle
- - Trauma
160 T S I Fratur
T Il Fraktur + Trauma
140 .
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o i " #
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£ ¥
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S 80 A
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S
S 60 -
[}
o
40 -
20 @
O .
| 24h I 48 h |l 1Wo I 3 Wo |

# p <0,05vs. Kontrolle

0 p<0,05vs. Trauma

$ p<0,05TRAP
Fraktur

Abbildung 6-12: Anzahl von Gefalzen im gesamten Periost

Zwischen den einzelnen Regionen des Periosts zeigten sich dagegen keine

bedeutsamen Unterschiede in Bezug auf deren Vaskularisierung.
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Gefalke im Gesamtkallus

100

B Frakur

Il Frakur + Trauma

80

[=2]
S
L

GefaBanzahl/mm?2
5

20 A

1Wo | 3Wo

Abbildung 6-13: Anzahl von Gefal3en im

gesamten Kallus

Auch im Kallus waren keine signifikanten
Unterschiede der GefalRanzahl
erkennbar. Jedoch konnte hier insgesamt
eine leichte Zunahme der
Vaskularisierung von einer bis hin zu drei
Wochen beobachtet werden. Dabei
lieRen sich aufgrund einer
Kombinationsverletzung jeweils
geringfuigig mehr Gefal3e nachweisen als
infolge isolierter Fraktur (siehe Abbildung
6-13).

Dagegen zeigten sich im Strukturvergleich deutliche Unterschiede der Vaskularisierung

(siehe Abbildung 6-14). So konnte eine Woche nach isolierter Fraktur im zentralen

Untersuchungsbereich fur das Periost eine bedeutsame Erhohung der Gefalanzahl

gegenuber dem endostalen Kallus festgestellt werden. In der Peripherie lieRen sich

dariber hinaus eine Woche infolge einer Kombinationsverletzung im periostalen Kallus

signifikant mehr GefalRe nachweisen als im endostalen Kallus.

Aul3erdem zeigte sich im peripheren Untersuchungsbereich eine und drei Wochen nach

Fraktur sowie Kombinationsverletzung im Periost jeweils eine signifikante Erhéhung der

GefalRanzahl im Vergleich zum periostalen und endostalen Kallus.
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GefalRanzahl/mm?

GefalRanzahl/mm?

Gefalle im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur (ROl 1) Gefale im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur + Trauma (ROI 2) 'RO|2)
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~ p < 0,05 vs. endostaler Kallus

= p < 0,05 vs. periostaler Kallus

Abbildung 6-14: Gefalie im Strukturvergleich

A: 1 Woche nach Fraktur im Zentrum der Schadigung (ROI 1)

B: 1 Woche nach Fraktur und Trauma im peripheren Bereich (ROI 2)
C: 3Wochen nach Fraktur im peripheren Bereich (ROI 2)

D: 3 Wochen nach Fraktur und Trauma im peripheren Bereich (ROl 2)
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6.2.5 Osteoblasten

Der immunhistologische Nachweis von Osteoblasten zeigte fir das Periost eine
schwach  ausgepragte  Immunreaktivitait  infolge  isolierter  Fraktur  oder

Kombinationsverletzung.

Osteoblasten im Gesamtperiost Dabei war unabhangig vom
1,0 . . .
Interventionsmuster eine leichte
I Frakur
I Frakiur + Trauma . . . .
08 | Reduktion der Werte von einer bis hin zu

drei Wochen erkennbar. Gleichzeitig

* konnte infolge isolierter Fraktur zum

Score

Untersuchungszeitpunkt von einer Woche

04

eine geringfugig starkere und zum

°2] Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen

o0 | eine geringfligig schwéachere
1Wo | | 3Wo,

Immunreaktion beobachtet werden als
Abbildung 6-15: Anzahl von Osteoblasten im nach Kombinationsverletzung (siehe
gesamten Periost Abbildung 6-15).

Fur das unverletzte Periost lieR sich dagegen keine Immunreaktivitat feststellen. Im
Vergleich der verschiedenen Regionen des Periosts konnten signifikante Unterschiede
der Immunreaktion beobachtet werden, die vor allem im vollstandigen Fehlen positiver
Zellen innerhalb einzelner Untersuchungsbereiche begriindet lagen. So zeigte sich
unabhangig von Untersuchungszeitpunkt und Interventionsmuster fir den
AulBenbereich in keinem Fall eine positive Immunreaktion. Dartber hinaus lie3 sich im
Zentrum der Schadigung eine Woche nach Kombinationsverletzung sowie drei Wochen
infolge  von isolierter Fraktur oder Kombinationsverletzung jeweils keine
Immunreaktivitat nachweisen.

Dagegen zeigte sich in der Peripherie durchgangig eine positive Immunreaktion.
Dadurch konnte hier eine Woche nach Kombinationsverletzung sowie drei Wochen
infolge von isolierter Fraktur oder Kombinationsverletzung jeweils eine bedeutsame
Erhéhung der Werte im Vergleich zum Zentrum der Schadigung sowie gegenluber dem
Aul3enbereich festgestellt werden. Parallel dazu liel3 sich eine Woche nach isolierter
Fraktur fir das Zentrum der Schadigung eine signifikant erhéhte Immunreaktivitat im

Vergleich zum Aul3enbereich nachweisen.
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Abbildung 6-16: Nachweis von

Osteoblasten im

Immunhistologischer

Kallus des peripheren

Untersuchungsbereiches eine Woche nach Fraktur.
Ausgehend vom Periost (A) wandern Osteoblasten (siehe

Pfeil) in den Kallus (B) ein und liegen im

Im Kallus zeigte sich insgesamt
eine starkere Immunreaktion als
(siehe Abbildung

unabhéngig vom

Im  Periost
6-16), die
Interventionsmuster von einer
bis hin zu drei Wochen leicht

zunahm. Dabei konnten infolge

isolierter Fraktur zum
Untersuchungszeitpunkt von
einer Woche geringflgig
niedrigere und zum
Untersuchungszeitpunkt von

drei Wochen geringfiigig hohere
Werte festgestellt werden als
aufgrund einer
Kombinationsverletzung (siehe

Abbildung 6-17).

Osteoblasten im Gesamtkallus

Knochenbildungsbereich  als  Osteoblastenfront  (rot
angefarbt) vor.

eigene Abbildung

Dariiber hinaus zeigten sich im

Vergleich der einzelnen Strukturen !
wesentliche Unterschiede der 6
Immunreaktion. 5

So lieBen sich im Zentrum der N
Schadigung eine Woche nach isolierter § 3
Fraktur sowie drei Wochen nach

Kombinationsverletzung im periostalen
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I Frakiur + Trauma

1Wo |

Kallus  signifikant  hohere  Werte 14
nachweisen als im endostalen Kallus. 0
Zusatzlich konnte hier zum
Untersuchungszeitpunkt  von  einer

Woche infolge isolierter Fraktur fir den
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periostalen Kallus eine signifikante Erh6hung der Immunreaktivitat gegentiber dem

Periost festgestellt werden (siehe Abbildung 6-18).

Osteoblasten im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur (ROI 1) Osteoblasten im Strukturvergleich 3 Wo nach Fraktur + Trauma ROI 1)

Score
w
A
Score

| H—‘
0 . 0

T T
Periost periostaler Kallus endostaler Kallus

A Struktur B Struktur

T T
periostaler Kallus endostaler Kallus

~ p < 0,05 vs. endostaler Kallus

+ p < 0,05 vs. Periost

Abbildung 6-18: Osteoblasten im Strukturvergleich fir das Zentrum der Schadigung
(ROI'1)
A: 1 Woche nach Fraktur

B: 3 Wochen nach Fraktur und Trauma

DarlUber hinaus zeigte sich in der Peripherie, unabhangig von Interventionsmuster oder
Untersuchungszeitpunkt, im periostalen Kallus eine signifikante Erhéhung der

Immunreaktivitat im Vergleich zum Periost (siehe Abbildung 6-19).
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Osteoblasten im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur und Kombinationsverletzung ROI 2) Osteoblasten im Strukturvergleich 3 Wo nach Fraktur und Kombinationsverletzung ROI 2)

10 10
8 * 8
+
+
6 6
o ° N

I
3 3
n a

4 4

2 2

0- 0

Periost | | periostaler Kallus | [ Periost___ | | periostaler Kallus |

+ p <0,05 vs. Periost

Abbildung 6-19: Osteoblasten im Strukturvergleich fur den peripheren Bereich (ROI 2) nach
Fraktur und Kombinationsverletzung
A: Untersuchungszeitpunkt 1 Woche

B: Untersuchungszeitpunkt 3 Wochen

Gleichzeitig liel3 sich hier ein und drei Wochen nach isolierter Fraktur fur den
periostalen Kallus eine bedeutsame Erhdéhung der Immunreaktivitat gegeniber dem

endostalen Kallus nachweisen (siehe Abbildung 6-20).

Osteoblasten im Strukturvergleich 1 Wo nach Fraktur (ROI 2) Osteoblasten im Strukturvergleich 3 Wo nach Fraktur (ROI 2)
8 6
5
64
44
) )
<] <]
S 41 S 3
%] 2]
i [
24
’J—‘ 14
0 T T 0 T T
periostaler Kallus endostaler Kallus periostaler Kallus endostaler Kallus
A Struktur B Struktur

~ p <0,05 vs. endostaler Kallus

Abbildung 6-20: Osteoblasten im Strukturvergleich fur den peripheren Bereich (ROI 2)
nach Fraktur

A: Untersuchungszeitpunkt 1 Woche

B: Untersuchungszeitpunkt 3 Wochen (ROI2)
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Osteoklasten

S

» BTN g = Der Nachweis von Osteoklasten
. £ mittels TRAP-Farbung zeigte fur
das Periost in keinem Fall eine
positive Reaktion.

Im Gegensatz dazu war im
Kallus eine deutliche
Osteoklastenprasenz erkennbar
(siehe Abbildung 6-21). Dabei
lie@ sich unabhangig vom
Interventionsmuster eine
signifikante Zunahme der Werte

Abbildung 6-21: Nachweis von Osteoklasten mittels TRAP- von einer bis hin zu drei
Farbung im Kallus des peripheren Untersuchungsbereiches Wochen feststellen.
eine Woche nach Fraktur.

Gleichzeitig konnte hier infolge
Im Bereich des knochernen Kallus' (A) zeigen sich rot ) ) _
angefarbte Osteoklasten (siehe Pfeil). isolierter Fraktur jeweils ein

eigene Abbildung

geringfugig hoheres Osteoklasten im Gesamtkallus

Osteoklastenaufkommen [

B Fraktur + Trauma |

beobachtet werden als nach
Kombinationsverletzung  (siehe 51
Abbildung 6-22). Daruber hinaus 4-
zeigten sich im Vergleich der

Score

einzelnen Strukturen wesentliche
Unterschiede in der

Osteoklastenprasenz.

So lieRen sich sowohl im 0-
1 Wo | | 3 Wo

zentralen Untersuchungsbereich

! p<0,05vs.1Wo

aufgrund von isolierter Fraktur

oder Kombinationsverletzung als  appildung 6-22: Anzahl von Osteoklasten im gesamten
auch in der Peripherie infolge  Kallus

isolierter Fraktur
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zum Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen im periostalen Kallus jeweils signifikant

hohere Werte nachweisen als im endostalen Kallus (siehe Abbildung 6-23).

Osteoklasten im Strukturvergleich 3 Wo nach Fraktur und Kombinationsverletzung (ROI 1) Osteoklasten im Strukturvergleich 3 Wo nach Fraktur (ROI 2)

10 §

+ Trauma 5 4
8
N

Score
o
Score
w
—

| periostaler Kallus | endostaler Kallus |_ periostaler Kallus _| |_ endostaler Kallus __|

§ p < 0,05 vs. endostaler Kallus

Abbildung 6-23: Osteoklasten im Strukturvergleich

A: 3Wochen nach isolierter Fraktur und Kombinationsverletzung im Zentrum der Schadigung
(ROI 1)

B: 3 Wochen nach Fraktur im peripheren Bereich (ROI 2)
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7 Diskussion

7.1 HE-Farbung

Die  histochemische  Untersuchung des  Einflusses von  traumatischer
Weichteilschadigung auf die Frakturheilung am Transversalschnitt der Rattentibia zeigte
infolge eines isolierten Weichteiltraumas, einer separaten Unterschenkelfraktur oder der
Kombination beider Verletzungen deutliche Veranderungen der Knochenmatrix sowie
des angrenzenden Periosts. Dabei lieR sich bereits in der Ubersichtsfarbung als
unmittelbare Reaktion auf eine Fraktur erwartungsgemalfd die deutliche Ruptur von
Periost und Knochenmatrix mit nachfolgender Kallusbildung sowie der damit
einhergehenden Wiederherstellung intakter Knochenhaut feststellen. Dartber hinaus
konnte eine Woche nach isoliertem Weichteiltrauma, trotz unbeschadigter Kortikalis, die
Ausbildung eines Kallus beobachtet werden, dem ein verdicktes Periost auflag.
Allerdings zeigte der Kallus hier eine deutlich geringere Grol3e als infolge einer Fraktur,
blieb monokortikal im unmittelbar an den Weichteilschaden grenzenden Bereich
lokalisiert und lie® sich zum Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen nicht mehr
nachweisen.

Die Entstehung eines reduzierten, lokal begrenzten Kallus nach isolierter
Weichteilschadigung wurde bereits in der Literatur beschrieben [46]. Eine mdgliche
Erklarung fur dieses Phanomens sehen die Autoren darin, dass es im traumatisierten
Weichteilmantel zur Bildung von Knochenzellen beeinflussenden Faktoren kommt, die
in den Knochen diffundieren und dort die Ausbildung des Kallus aktivieren.
Moglicherweise wirkt sich der Weichteilschaden aber auch direkt auf das angrenzende
Periost aus. So kénnte das Weichteiltrauma dazu fuhren, dass Vorlauferzellen im
Stratum osteogenicum der Knochenhaut zu reifen Osteoblasten differenzieren, die
anschlieBend neuen Geflechtknochen aufbauen und dadurch die Bildung des
subperiostalen Kallus in Gang setzen.

Die mit der Kallusbildung einhergehende Verdickung des Periosts stutzt diese
Annahme. Auch bei der Frakturheilung lasst sich wahrend der subperiostalen
Kallusbildung eine Schwellung des angrenzenden Periosts beobachten [25], die

vermutlich in der Proliferation von Vorlauferzellen begriindet liegt.
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7.2 Immunhistologie/TRAP-Farbung

7.2.1 Granulozyten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte als direkte Folge traumatischer
Veranderungen im gesamten Periost innerhalb der ersten 48 Stunden nach Eintritt der
Verletzung ein gesteigertes Granulozytenaufkommen mit einer signifikanten Erhéhung
der Zellanzahl im Vergleich zur Knochenhaut von unverletzten Tibiae festgestellt
werden. Somit zeigte sich auch im Periost als unmittelbare Reaktion auf die Verletzung
eine Einwanderung von Granulozyten, wie sie im Rahmen der friihen Inflammation fur
die Regeneration von Muskel- und Knochengewebe in der Literatur bereits beschrieben
wurde [4, 47, 50, 53].

Wahrend hier die Hauptaufgabe von Granulozyten vor allem in der Phagozytose
verletzungsbedingt zerstorter Strukturen gesehen wird, lie3en sich im Periost jedoch
auch nach einer isolierten Weichteilschadigung mit bestehender Gewebeintegritat
erhohte Granulozytenzahlen nachweisen.

Im Vergleich zur Fraktur wirkte sich das isolierte Weichteiltrauma allerdings deutlich
schwacher auf die Prasenz der Granulozyten im Periost aus.

So lieRen sich 24 und 48 Stunden infolge einer separaten Fraktur sowie zwei Tage
nach Kombinationsverletzung jeweils signifikant mehr Granulozyten nachweisen als
aufgrund eines isolierten Weichteilschadens.

Moglicherweise wirken sich die traumatischen Verdnderungen des geschadigten
Weichteilmantels indirekt auf das angrenzende Periost aus.

Dabei ist es denkbar, dass die wahrend der Skelettmuskeldegeneration freigesetzten
chemotaktischen Botenstoffe teilweise in das benachbarte Periost Gbertreten und dort
eine Einwanderung von Granulozyten hervorrufen.

Dartber hinaus konnte die Kraft, die bei der Erzeugung des Traumas durch den Aufprall
des pneumatischen Zylinders auf den Weichteilmantel tGbertragen wird, fiir das Periost
einen mechanischen Reiz darstellen, der die Freisetzung von chemotaktischen
Botenstoffen sowie eine damit verbundene Einwanderung von Granulozyten auslost.
Trotz der Tatsache, dass es im Periost bereits durch isolierte Weichteilschadigung zur

gesteigerten Granulozyteneinwanderung kommt, liel3 sich eine Verstarkung der Fraktur
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bedingten zellularen Reaktion infolge einer zusatzlichen Weichteilverletzung hier nicht
feststellen.

Vielmehr zeigten sich zum Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden im mehrfach
verletzten Periost signifikant weniger Granulozyten als nach isolierter Fraktur. Dieses
Ergebnis ist im Hinblick auf die bisher gemachten Beobachtungen jedoch kritisch zu
betrachten. Die Tatsache, dass sich sowohl eine isolierte Fraktur als auch eine separate
Weichteilschadigung deutlich auf die Granulozytendichte im Periost auswirken, macht
die demgegenuber starke Verminderung der zellularen Reaktion infolge einer
Mehrfachverletzung unverstandlich.

Dagegen zeigte der Vergleich der verschiedenen Untersuchungsbereiche des Periosts
in Bezug auf die Granulozytenprasenz eindeutige Ergebnisse.

So lieRen sich innerhalb der ersten zwei Tage infolge einer isolierten Fraktur und 48
Stunden nach separater Weichteilschadigung sowohl zentral als auch peripher
signifikant mehr Granulozyten nachweisen als im maximal distalen bzw. proximalen
Bereich. Zusatzlich war 24 und 48 Stunden nach Kombinationsverletzung im Zentrum
der Schadigung eine gegenuber dem  Aul3enbereich deutlich erhohte
Granulozytendichte erkennbar.

Insofern kann die Annahme, dass das Periost durch isolierte Fraktur, separate
Weichteilschadigung oder eine Kombination beider Verletzungen hinsichtlich der
Einwanderung von Granulozyten wahrend der Inflammation auch tber das Zentrum der
Schadigung hinaus beeinflusst wird, nicht bestéatigt werden. Fir den spéaten
Untersuchungszeitraum ab einer Woche nach Intervention zeigte sich im gesamten
Periost fur alle Verletzungsmuster eine evidente Reduktion der Granulozytenanzahl mit
signifikant weniger Zellen als zum Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden.

Dies verdeutlicht, dass Granulozyten auch im Periost vor allem fiir den frihen Abschnitt
der Inflammation von entscheidender Bedeutung sind.

Eine Auswirkung der zusatzlichen Weichteilverletzung auf die zeitliche Prasenz der
Granulozyten tber die zellulare Sofortreaktion hinaus konnte hingegen nicht festgestellt
werden.

Im  Vergleich der verschiedenen  Strukturen innerhalb der einzelnen
Untersuchungsbereiche zeigten sich keine eindeutigen Ergebnisse beziglich des

Granulozytenaufkommens.
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Zwar konnten sowohl im Zentrum der Schadigung drei Wochen nach isolierter Fraktur
als auch in der Peripherie eine Woche nach Kombinationsverletzung im Periost jeweils
signifikant mehr Granulozyten nachgewiesen werden als im periostalen Kallus.
Gleichzeitig liel3 sich jedoch in der Peripherie zum Untersuchungszeitpunkt von einer
Woche infolge isolierter Fraktur oder Kombinationsverletzung im endostalen Kallus eine
signifikante Erhéhung der Granulozytenanzahl gegenuber dem periostalen Kallus
feststellen.

Insofern kann die Hypothese, dass die verletzungsbedingte Erhdéhung der
Granulozytenanzahl im Vergleich der verschiedenen Strukturen vom Periost Gber den

periostalen Kallus bis hin zum endostalen Kallus abnimmt, nicht gesttitzt werden.

7.2.2 Makrophagen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten als direkte Reaktion auf traumatische
Veranderungen eine deutliche Erhdhung der Makrophagenanzahl im Periost.
Makrophagen gehdren zu den Zellen des angeborenen Immunsystems. Sie lassen sich
grundsatzlich in zwei Populationen untergliedern, die man als residente bzw.
entziindliche Makrophagen bezeichnet. Residente Makrophagen kommen in praktisch
allen Geweben vor und spielen dort eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung
der physiologischen Homoostase [71, 79].

Entzindliche Makrophagen entstehen temporér in entziindetem oder verletztem
Gewebe. Sie entwickeln sich aus Monozyten, die Uber den Blutweg in das betroffene
Areal gelangen und dort zu reifen Makrophagen ausdifferenzieren [79].

In Abhangigkeit von den Bedingungen, die im verletzten Gebiet vorherrschen, reagieren
entziindliche Makrophagen mit der Ausbildung unterschiedlicher Phanotypen [6].
Hierbei kénnen grundsatzlich zwei Erscheinungsbilder voneinander unterschieden
werden [6, 79, 99].

Makrophagen des Phanotyps 1, auch als M1-Makrophagen oder klassisch aktivierte
Makrophagen bezeichnet, entstehen als Reaktion auf proinflammatorische Zytokine wie
Tumor necrosis faktor-a (TNF-a) oder Interferon-y (IFN-y). Sie sezernieren eine Vielzahl
an entziundungsfordernden Mediatoren und hochreaktiven Sauerstoffverbindungen,
reinigen das Wundgebiet von zellularen sowie mikrobiellen Zerfallsprodukten durch
Phagozytose, und tragen somit wesentlich zur Fortfihrung der Inflammation wahrend
des frihen Zeitraums der Wundheilung bei [6, 71, 99].
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Makrophagen des Phanotyps 2 werden auch als M2-Makrophagen oder alternativ
aktivierte Makrophagen bezeichnet. lhre Bildung wird durch antiinflammatorische
Zytokine wie Interleukin-4 (IL-4) oder Interleukin-13 (IL-13) stimuliert. Sie produzieren
eine Vielzahl entzindungshemmender Botenstoffe, sezernieren Bestandteile der
extrazellularen Matrix und unterstitzen die Angiogenese. Von daher sind M2-
Makrophagen vor allem fir die Entzindungshemmung und Gewebereparatur wahrend
der fortschreitenden Wundheilung von entscheidender Bedeutung [6, 40, 71, 79].

Im Rahmen der sekundaren Frakturheilung spielen Makrophagen eine zentrale Rolle fur
die erfolgreiche Regeneration des Knochengewebes.

Vor allem wahrend der frihen Phase der Wundheilung wandern sie in das
Frakturhdmatom ein und leisten dort einen wesentlichen Beitrag fur die
Wiederherstellung der Gewebehamostase (siehe Kapitel 3.4).

DarUber hinaus konnte in tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass sich
Makrophagen auch auf die Knochenregeneration wahrend der Reparaturphase der
sekundaren Frakturheilung auswirken. Dabei liel3 sich eine Einflussnahme sowohl auf
die chondrale als auch auf die desmale Ossifikation feststellen [71].

So zeigten Untersuchungen der chondralen Ossifikation im murinen Femur-
Frakturmodell, dass es durch eine vollstindige Depletion von Makrophagen zu
deutlichen Veranderungen in der Ausbildung des weichen Kallus kommt.

Hierbei waren erhebliche Unterschiede in Abh&ngigkeit vom Depletionszeitpunkt
erkennbar.

Im Einzelnen konnte gezeigt werden, dass eine zum Frakturzeitpunkt bestehende
Makrophagendepletion das vollstandige Ausbleiben der Kallusbildung zur Folge hatte,
wahrend die Depletion funf Tage nach Verletzungseintritt zur Ausbildung eines deutlich
verkleinerten weichen Kallus fiihrte [79].

Ahnliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen im murinen Tibia-Frakturmodell. Hier
fuhrte die Makrophagendepletion einen Tag vor, sowie drei und sieben Tage nach dem
Eintritt der Verletzung zur Ausbildung eines deutlich verkleinerten weichen Kallus, der
nur wenige vereinzelten Chondrozyten enthielt und hauptsachlich aus fibrotischem
Gewebe aufgebaut war [116].

Dartiber hinaus liel3 sich eine Einflussnahme von Makrophagen auf die desmale

Ossifikation feststellen.
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So konnte im murinen Tibia-Frakturmodell nachgewiesen werden, dass eine Depletion
von Makrophagen sowohl zum Zeitpunkt der Fraktur als auch drei Tage nach dem
Eintritt der Verletzung zur Ausbildung eines stark verkleinerten kndchernen Kallus
fuhrte.
AulRerdem zeigte hier die zuséatzliche Analyse der Makrophagenanzahl im kndchernen
Kallus von Tieren, bei denen keine Depletion durchgefuhrt wurde, deutlich mehr
residente als entzundliche Makrophagen, was darauf hinweist, dass hauptsachlich
residente Makrophagen einen Beitrag zur desmalen Ossifikation leisten [1].
Diese Ergebnisse verdeutlichen den Stellenwert von Makrophagen fur eine erfolgreiche
Frakturheilung.
Offenbar wirken sie sich bereits im Laufe der frihen Heilungsphase auf die GroRe und
Qualitat der spateren Kallusbildung aus und leisten so einen entscheidenden Beitrag
zur Wiederherstellung intakten Knochengewebes.
DarUber hinaus konnte in tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass sich eine
Fraktur vor allem wahrend der frGhen Heilungsphase deutlich auf die
Makrophagenprasenz im Periost auswirkt.
So lieBen sich im murinen Tibia-Frakturmodell zu den Untersuchungszeitpunkten von
funf, sieben sowie neun Tagen nach Verletzung im traumatisierten Periost jeweils mehr
entziindliche und residente Makrophagen nachweisen als in unverletzter Knochenhaut
[2].
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten &hnliche Ergebnisse erhalten werden.
Als direkte Folge einer Fraktur lie3en sich hier innerhalb der ersten 48 Stunden nach
dem Eintritt der Verletzung im traumatisierten Periost mehr Makrophagen nachweisen
als in unverletzter Knochenhaut. Allerdings war sieben Tage nach dem Eintritt der
Verletzung ein deutlicher Ruckgang der Zelldichte mit einer signifikanten Reduktion der
Makrophagenanzahl im Vergleich zu den Untersuchungszeitpunkten von 24 und 48
Stunden erkennbar.
Daruiber hinaus zeigte sich eine deutliche Zunahme der Makrophagen infolge eines
Weichteiltraumas.
Im Einzelnen lie3en sich hierbei 24 und 48 Stunden nach isoliertem Weichteiltrauma
sowie 48 Stunden nach Kombinationsverletzung im traumatisierten Periost signifikant
mehr Makrophagen nachweisen als in unverletzter Knochenhaut. Auch hier war nach
sieben Tagen eine deutliche Reduktion der Makrophagenanzahl erkennbar.
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Gleichzeitig lieRen sich zum Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden infolge einer
reinen Fraktur oder Kombinationsverletzung signifikant weniger Makrophagen
nachweisen als nach isoliertem Weichteiltrauma.

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es infolge
einer Fraktur, einer Weichteilschadigung oder der Kombination beider Verletzungen vor
allem wahrend des frihen Zeitraums der Knochenregeneration zu einer deutlichen
Zunahme von Makrophagen im Periost kommt. Hierbei wirkte sich das isolierte
Weichteiltrauma wesentlich starker auf die Anzahl der Makrophagen aus als die reine
Fraktur.

Eine Verstarkung der Fraktur bedingten zellularen Reaktion durch das zusatzliche
Weichteiltrauma lief3 sich jedoch nicht feststellen.

Die Untersuchung der unterschiedlichen Regionen des Periosts hinsichtlich der Trauma
bedingten Makrophagenprasenz zeigte ausschliel3lich zum Untersuchungszeitpunkt von
48 Stunden signifikante Unterschiede.

Im Einzelnen lieBen sich hier infolge einer isolierten Fraktur oder
Kombinationsverletzung innerhalb des Schadigungszentrums sowie in der
zentrumsnahen Region jeweils signifikant mehr Makrophagen nachweisen als im
AulRenbereich.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Trauma bedingte Zunahme der
Makrophagen im Periost weitgehend auf das Zentrum der Schadigung begrenzt bleibt.
Eine Beeinflussung der zellularen Reaktion tber das geschadigte Areal hinaus konnte
dagegen nicht festgestellt werden.

Der Vergleich des Makrophagenaufkommens in den verschiedenen Strukturen im
zentralen sowie zentrumsnahen Bereich zeigten in keinem Fall signifikante
Unterschiede der Makrophagenanzahl.

Von daher kann die Hypothese, dass die Intensitdt des verletzungsbedingten
Makrophagenaufkommens vom Periost Uber den periostalen Kallus bis hin zum

endostalen Kallus abnimmt, nicht gestutzt werden.

7.2.3 GefalRe

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es als direkte Folge
traumatischer Verdnderungen zu einer deutlichen Erhohung der Gefal3anzahl im Periost

kommt.
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Die Gefal3e des Periosts lassen sich in vier verschiedene Gefal3systeme untergliedern
[49, 130].

Man unterscheidet das intrinsische Periostsystem, das muskuloperiostale System, das
faszioperiostale System sowie die kortikalen Kapillaranastomosen [54, 98].

Das intrinsische System ist zwischen Stratum fibrosum und Stratum osteogenicum des
Periosts lokalisiert. Die BlutgefaRe liegen hier in drei unterschiedlichen Anordnungen
vor. Je nach ihrer Ausrichtung und Form unterscheidet man longitudinal verlaufende
Blutgefal3e, ringformig angeordnete Blutgefalle, sowie Blutgefale ohne geregelte
Anordnung [54, 98].

Das muskuloperiostale System stellt die Verbindung zwischen den Gefallen von
Skelettmuskel und Periost her. Es spielt vor allem bei der Kallusbildung im Anschluss
an eine Fraktur, aber auch fur die Versorgung mit Nahrstoffen bei unzureichender
intrinsischer Zirkulation des Periosts eine entscheidende Rolle [54, 98].

Das faszioperiostale System verbindet Aste der Knochenarterien mit periostalen
Blutgefallen und ist aufgrund der unterschiedlichen Sehnen- und Faszienansatze fur
jeden Knochen spezifisch [54, 98].

Die kortikalen Kapillaranastomosen bestehen schliel3lich aus Kapillaren, die in der
Substantia compacta des Knochens verlaufen und Gefal3e des Markraumes mit denen
des Periosts verbinden [98].

Blutgefal3e sind fur eine erfolgreiche Knochenregeneration von entscheidender
Bedeutung [34, 59, 121]. Wéahrend der Reparaturphase der sekundaren Frakturheilung
Ubernehmen sie die Versorgung des Kallus mit Sauerstoff, Nahrstoffen,
Wachstumsfaktoren sowie fir den Regenerationsprozess notwendigen Zellen und
tragen so wesentlich zur Wiederherstellung von voll funktionsfahigem Knochengewebe
bei [4, 34, 59, 72].

Dartiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass sich ein bestimmter Subtyp von
Blutkapillaren auf die Regulierung der Knochenneubildung wahrend der Frakturheilung
auswirkt [19, 72].

So konnten in einer Studie Uber die Kopplung von Knochen- und Gefaflineubildung im
murinen Tibiamodell zwei Arten von Kapillaren identifiziert werden, die man als Typ-H-
bzw. Typ-L-GefalRe bezeichnet und sich in den molekularen sowie morphologischen

Eigenschaften ihrer Endothelzellen voneinander unterscheiden [45].
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Typ-H-GefdaRe sind durch die Exprimierung hoher Konzentrationen des
Zelladhasionsmolekiils CD 31 (Cluster of differentiation 31), auch als PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule-1) bezeichnet, sowie des Sialoglykoproteins
Endomucin (EMCN) charakterisiert. Sie befinden sich sowohl in der Metaphyse im
Bereich der Wachstumsfuge als auch im Periost und Endost des Knochenschatfts.
Typ-L-GefalRe bilden ein stark verzweigtes Kapillarnetz in der Knochenmarkshéhle und
exprimieren nur geringe Mengen an CD 31 oder Endomucin [19, 45, 72, 100, 128].
Gefalle des Typs L sind von h&matopoetischen Zellen umgeben und werden fiur die
Regulierung der Hamatopoese verantwortlich gemacht [19].

Dagegen sind Typ-H-GefalRe eng mit zahlreichen Knochenvorlauferzellen assoziiert, die
schlie3lich zu reifen Osteoblasten oder Osteozyten differenzieren kénnen. Diese enge
Assoziation lasst den Schluss zu, dass Typ-H-Gefal3e als Quelle von knochenbildenden
Vorlauferzellen die Entstehung von Knochengewebe wahrend der Frakturheilung
fordern [19, 72, 128].

Die ausreichende Versorgung mit Blutgefal3en ist essenziell fir eine ungestorte
Regeneration des Knochengewebes. Eine ungentgende Vaskularisierung kann
dagegen zu schwerwiegenden Komplikationen wie der Verzogerung oder dem
vollstandigen Ausbleiben der Frakturheilung fihren [20, 83, 121, 124].

Obwohl das Periost im gesunden Knochen nur etwa 1/3 der Kortikalisoberflache mit
Gefallen versorgt [27, 49, 63], wirkt sich bereits eine isolierte Unterbrechung des
periostalen  Blutflusses  wahrend der  Frakturheilung negativ  auf die
Knochenregeneration aus.

So konnte im murinen Femurfrakturmodell nachgewiesen werden, dass eine Zerstdrung
periostaler GefalRe durch Kauterisation des Periosts im Bereich der Bruchstelle zu
einem Ausbleiben der Knochenheilung fihrt [34, 69].

Im Einzelnen zeigte sich hierbei im Femur der Versuchstiere mit kauterisiertem Periost
auch 63 Tage nach der Fraktur noch ein deutlich erkennbarer Frakturspalt, der
vorwiegend aus Knorpelgewebe bestand, wahrend bei Tieren der Vergleichsgruppe mit
intaktem Periost zum gleichen Zeitpunkt bereits eine deutliche knécherne Durchbauung
der Frakturstelle erkennbar war [69].

Demgegenuber wird dem intakten Periost mit erhaltener Vaskularisation eine positive

Wirkung auf die Knochenregeneration zugeschrieben.
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So konnte im Femurfrakturmodell der Ratte gezeigt werden, dass es im Rahmen der
Deckung eines Knochendefektes mittels allogener Transplantation durch die
Verwendung von vaskularisierten Periosttransplantaten zu einem gesteigerten
Knochenumbau sowie einer vermehrten Vaskularisation des Knochentransplantats und
damit zu einer verbesserten Integration des zur Defektdeckung verwendeten
Knochengewebes in den Wirtsknochen kommt [31].

DarlUber hinaus liel3 sich in einer klinischen Kurzzeitstudie an Kindern mit angeborener
Pseudarthrose der Tibia eine Verbesserung der Prognose durch die Verwendung eines
vaskularisierten Periosttransplantats feststellen.

Im Einzelnen wurde hier bei insgesamt 29 Kindern jeweils ein vaskularisiertes
Periosttransplantat aus der kontralateralen Tibia entnommen und zur Behandlung der
Pseudarthrose im Bereich des Defektes wieder eingesetzt.

Wahrend im Kklinischen Alltag trotz chirurgischer Versorgung der Pseudarthrose die
ausbleibende Wiederherstellung der knéchernen Einheit ein haufiges Problem darstellt,
zeigte sich hier bei allen Probanden nach durchschnittlich 5,1 Wochen die Bildung eines
periostalen Kallus [101].

Die Resultate der vorstehend beschriebenen Studien lassen umgekehrt den Schluss zu,
dass es als Reaktion auf eine Fraktur auch immer zu einer gesteigerten Bildung von
GefalRen im Periost kommt.

Dies konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch nur teilweise bestatigt
werden.

Zwar zeigte sich im Periost wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums eine
gesteigerte Vaskularisierung infolge isolierter Fraktur. Jedoch lieR sich hier eine
signifikante Erhohung der GefalRanzahl gegeniber unverletzter Knochenhaut
ausschlief3lich zum Untersuchungszeitpunkt von drei Wochen feststellen.

Dagegen wirkte sich ein Weichteiltrauma deutlich starker auf die periostale
Vaskularisierung aus.

So konnten im Periost sowohl 24 Stunden als auch eine und drei Wochen nach
isolierter Weichteilschadigung jeweils signifikant mehr Gefal3e nachgewiesen werden
als in der intakten Knochenhaut.

Dartiber hinaus zeigte sich wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums eine

signifikante Erhéhung der Gefalanzahl infolge einer Kombinationsverletzung.
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Diese Ergebnisse machen deutlich, dass eine Schadigung des angrenzenden
Weichteilmantels zu einer wesentlichen Erh6hung der Vaskularisierung im Periost fuhrt
und dariiber hinaus die periostale GefaRneubildung wahrend der Frakturheilung
verstarkt.

Dabei waren keine regionalen Unterschiede erkennbar. So konnten im Vergleich der
einzelnen Regionen des Periosts keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf ihre
Vaskularisierung festgestellt werden.

Insofern lasst sich die Hypothese, dass sich eine Fraktur, die Schadigung des
umliegenden Weichteilmantels oder eine Kombination beider Verletzungen auf die
periostale GefalReinsprossung auch Uber das Zentrum der Schadigung hinaus
auswirken, nicht bestatigen.

Dagegen zeigte der Vergleich der verschiedenen Strukturen im zentralen und
peripheren Untersuchungsbereich jeweils deutliche Unterschiede in der Gefal3anzahl.
So lieBen sich im Zentrum der Schadigung zum Untersuchungszeitpunkt von einer
Woche infolge einer isolierten Fraktur signifikant mehr Gefal3e im Periost nachweisen
als im endostalen Kallus.

In der Peripherie konnte dariiber hinaus eine Woche nach einer
Kombinationsverletzung im periostalen Kallus eine signifikante Erhéhung der
GefalRanzahl im Vergleich zum endostalen Kallus festgestellt werden.

Zusatzlich waren im peripheren Bereich zu den Untersuchungszeitpunkten von einer
und drei Wochen infolge einer Fraktur oder Kombinationsverletzung im Periost jeweils
signifikant mehr GefalRe nachweisbar als im periostalen und endostalen Kallus.

So konnte, entgegen der aufgestellten Hypothese, im Vergleich der einzelnen
Strukturen keine abnehmende Intensitat der verletzungsbedingten vaskularen
Veranderungen vom Periost Uber den periostalen Kallus bis hin zum endostalen Kallus
festgestellt werden.

Allerdings zeigte sich im Periost in Verbindung mit einer Fraktur grof3tenteils eine
deutliche Erhéhung der Gefallanzahl gegeniber dem periostalen oder endostalen
Kallus.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Versorgung des Kallus™ wahrend der

Frakturheilung vor allem von Gefal3en des Periosts ausgeht.
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7.2.4 Osteoblasten

In der vorliegenden Arbeit konnte als Folge von traumatischen Verdnderungen eine
geringe Anzahl an Osteoblasten im Periost nachgewiesen werden.

Osteoblasten sind quaderformige Zellen mit einem gro3en Zellkern, die ein
ausgedehntes rauhes endoplasmatisches Retikulum, einen vergrof3erten Golgi-Apparat
sowie verschiedene sekretorische Vesikel besitzen [8, 28, 125].

Sie befinden sich beim gesunden Erwachsenen entlang der Knochenoberflache und
machen etwa 4-6 % der gesamten Knochenzellen aus [28, 125].

Osteoblasten werden aus mesenchymalen Stammzellen gebildet, die im Periost und im
Knochenmark lokalisiert sind [8, 32]. Bei diesen Stammzellen handelt es sich um
pluripotente Zellen, die das Potenzial besitzen, sich je nach der Beschaffenheit ihrer
Mikroumgebung nicht nur in Osteoblasten, sondern auch in andere Zelltypen wie
Adipozyten oder Chondrozyten zu differenzieren [8, 32, 75, 86].

Die Differenzierung in Osteoblasten erfolgt in mehreren Schritten. Dabei entwickeln sich
die Stammzellen zunachst zu Osteoprogenitorzellen, wandeln sich dann in
Praosteoblasten und differenzieren schlie3lich zu reifen Osteoblasten aus [8, 28, 75,
86].

Inwieweit sich die pluripotenten Mesenchymzellen in Richtung Osteoblasten entwickeln
hangt von verschiedenen molekularen Faktoren sowie der Expression spezifischer
Gene ab [28, 75].

Bislang sind die hierflr verantwortlichen Mechanismen noch nicht vollstandig geklart
[86].

Allerdings wird vor allem dem Transkriptionsfaktoren RUNX 2 (Runt-Related
Transcription Factor 2) eine entscheidende Rolle an der Differenzierung der
Stammzellen in Osteoblasten zugeschrieben [28, 53, 75, 86, 125].

Die Hauptaufgabe von Osteoblasten besteht darin, wéhrend der lebenslangen
dynamischen Anpassungsprozesse des Knochens, z. B. als Reaktion auf verdnderte
mechanische Belastungen, neue Knochenmatrix zu synthetisieren [28, 53, 125, 130].
Daruiber hinaus spielen sie fur die Neubildung von Knochengewebe im Rahmen der
Frakturheilung eine wesentliche Rolle.

Dabei werden vor allem Osteoblasten, die aus mesenchymalen Vorlauferzellen des

Periosts stammen, wahrend der frihen Reparaturphase der sekundaren Frakturheilung
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fur die Bildung von Geflechtknochen durch desmale Ossifikation verantwortlich gemacht
[53, 130].
Die Beteiligung periostaler Osteoblasten an der Knochenregeneration konnte durch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestéatigt werden. So liel3 sich eine Woche sowie
drei Wochen nach isolierter Fraktur oder Kombinationsverletzung jeweils eine geringe
Anzahl an Osteoblasten im Periost nachweisen.
Im Zusammenhang mit der Knochenneubildung wahrend der sekundéaren
Frakturheilung wird das Periost in der Literatur nicht nur als Quelle von Vorlauferzellen,
sondern auch von ausdifferenzierten Osteoblasten beschrieben [49, 74, 120, 130].
Diese Feststellung konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
bestétigt werden. So lieRen sich die Osteoblasten hier zwar im traumatisierten Periost
nachweisen, fehlten in der unverletzten Knochenhaut jedoch vollstandig.
Auch konnte die in der Literatur beschriebene Einflussnahme eines zuséatzlichen
Weichteiltraumas auf die periostale Reaktion im Rahmen der Frakturheilung nicht
bestatigt werden. Wahrend sich in einer tierexperimentellen Studie am Frakturmodell
der Ratte nachweisen lie3, dass eine zuséatzliche Schadigung der angrenzenden
Skelettmuskulatur die Zunahme der Osteoblastenkonzentration im Periost bewirkt [46],
konnte in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Erhéhung der periostalen
Osteoblastenanzahl durch das begleitende Weichteiltrauma festgestellt werden.
Dagegen zeigten sich im Vergleich der einzelnen Regionen des Periosts deutliche
Unterschiede der Osteoblastenanzahl, die jedoch grof3tenteils darin begrindet lagen,
dass sich in einzelnen Untersuchungsbereichen jeweils keine Zellen nachweisen lieRen.
So konnte unabhangig von Untersuchungszeitpunkt und Interventionsmuster fir den
Aul3enbereich ein vollstandiges Fehlen von Osteoblasten festgestellt werden,
wohingegen sich in der Nahe des Frakturspaltes durchgangig eine deutliche Présenz
von Osteoblasten zeigte. Die konstante Osteoblastenprasenz in der Peripherie
unterstreicht die Tatsache, dass es wahrend der frihen Reparaturphase der
sekundaren Frakturheilung im Randbereich des Bruchspaltes zur Bildung von
Geflechtknochen durch desmale Ossifikation kommt. Eine Ausdehnung des periostalen
Osteoblastenvorkommens lber den zentralen oder peripheren Bereich hinaus konnte
dagegen nicht festgestellt werden.
Wahrenddessen zeigte der Vergleich der einzelnen Strukturen in den jeweiligen
Regionen erhebliche Unterschiede bezuglich der Osteoblastenprasenz.
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So war im Zentrum der Schadigung eine Woche nach isolierter Fraktur sowie drei
Wochen nach Kombinationsverletzung im periostalen Kallus eine wesentliche Erhéhung
der Osteoblastenanzahl im Vergleich zum endostalen Kallus erkennbar. Zusatzlich
konnten hier zum Untersuchungszeitpunkt von einer Woche infolge einer isolierten
Fraktur im periostalen Kallus signifikant mehr Osteoblasten nachgewiesen werden als
im Periost.

Dariber hinaus zeigte sich im zentrumsnahen Bereich, unabh&ngig von
Interventionsmuster oder Untersuchungszeitpunkt, im periostalen Kallus eine deutliche
Erh6hung der Osteoblastenanzahl gegeniiber dem Periost. Gleichzeitig lie3en sich hier
ein und drei Wochen nach isolierter Fraktur im periostalen Kallus signifikant mehr
Osteoblasten nachweisen als im endostalen Kallus.

Insofern konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die hypothetisch
angenommene Intensitatsabnahme des verletzungsbedingten
Osteoblastenaufkommens ausgehend vom Periost Uber den periostalen Kallus bis hin
zum endostalen Kallus nicht bestatigt werden.

Allerdings lasst die deutliche Akkumulation von Osteoblasten im periostalen Kallus der
einzelnen Regionen den Schluss zu, dass die Bildung des Kallus sowohl im Zentrum
der Schadigung als auch im fakturnahen Bereich vor allem von periostalen

Osteoblasten ausgeht.

7.2.5 Osteoklasten

Osteoklasten besitzen die Fahigkeit, Knochengewebe zu resorbieren [60, 96]. Sie sind
im Zusammenspiel mit Osteoblasten mafl3geblich an den lebenslangen dynamischen
Umbauprozessen des gesunden Skeletts beteiligt, die wahrend der Anpassung an
veranderte mechanische Belastungen aber auch bei der Aufrechterhaltung der
Kalziumhomoostase eine entscheidende Rolle spielen [16, 28, 60, 96]. Darlber hinaus
tragen Osteoklasten im Anschluss an pathologische Knochenverdnderungen, wie
beispielsweise Frakturen, wesentlich zum Erfolg des Heilungsprozesses bei. So bauen
sie wahrend der letzten Phase der sekundaren Frakturheilung den aus Geflechtknochen
bestehenden