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Zusammenfassung:

Einleitung: Knochenwachstumsstorungen sind eine sehr haufige
Komplikation bei Frakturen im Kindesalter. Es existieren sowohl
stimulierende als auch hemmende Wachstumsstorungen, welche je nach
Lokalisation mit Folgeschaden verbunden sein konnen. Die in dieser Studie
untersuchte Knochenbrickenbildung sind als Ausloser fur hemmende
Wachstumsstorungen bekannt, wobei die genaueren Ablaufe, wie es zum
Entstehen der Knochenbricken kommt, noch nicht hinreichend bekannt sind.
Ziel der Arbeit war es, die Knochenbriuckenbildung in Fugenlasionen als
Ausloser fur hemmende Wachstumsstorungen zu untersuchen, sowie die
Zusammenhange mit den Angiogenese regulierendenden Faktoren HIF-1a
und VEGF.

Material und Methode: 70 mannliche Sprague-Dawley-Ratten (5 Wochen
alt, 100-120g) wurden randomisiert in Kontroll- und Experimentalgruppe
aufgeteilt. In den Experimentalgruppen wurde durch eine Bohrlochlasion in
der Epiphysenfuge der linken Tibia eine Epiphysenfugenfraktur stimuliert. Je
nach Gruppe wurden die Ratten zu den postoperativen Tagen 1, 3, 7, 14, 28
und 84 getodtet, die Kontrolltiergruppe wurde ohne Lasionen zu setzen am
Tag 0 euthanasiert. Mittels qRT-PCR wurde dann die Expression von von
CD-31, HIF-1a , BMP-2, VEGF, VEGFR1 und 2 zu allen oben genannten
Zeitpunkten gemessen.

5 weitere mannliche Sprague-Dawley-Ratten wurden ebenfalls als
Kontrolltiergruppe zu MRT Untersuchungen an den Tagen 1, 3, 7, 14, 28 und
82 hergenommen, um in vivo eine morphologische Kontrolle der
Knochenbrickenbildung zu haben, sowie mittels dynamischer MRT
Untersuchung (DCE-MRT) Aussagen uber die Durchblutung treffen zu

konnen.
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Ergebnisse: Die gRT-PCR zeigte im Lasionsbein einen Aufwartstrend fur die
Expression von HIF-1a von Tag 1 bis 3, mit HOhepunkt am Tag 3. Fur VEGF,
VEGFR1 und 2 fanden wird die hochste Expression an Tag 7. Im Vergleich
Lasionsbein und zu Kontrollbein, konnte bei den Expressionswerten nur am
Tag 28 fur CD-31, HIF-1a, VEGF und VEGFR1 ein signifikanter Unterschied
(p<0,05) zwischen den beiden Beinen festgestellt werden. In der MRT konnte
man an den Tagen 1 und 3 die Lasion noch eindeutig sehen, ab Tag war die
Wachstumsfuge bereits mit knorpelartigem Gewebe aufgefullt. Ab Tag 42
konnten erste Knochenstrukturen in der Lasion nachgewiesen werden,
welche die Fuge wieder rupturierten. Mittels DCE-MRT konnte ein stetig
steigender Transfer-Koeffizient (K™") nachgewiesen werden, welcher auf

eine erhohte Perfusion der Fuge ruckschliel3en Iasst..

Diskussion: Vergleicht man nun gqRT-PCR Ergebnisse und MRT-Daten,
weisen sie doch einen Zusammenhang und eine gewisse gegenseitige
Bestatigung auf. So sind anfanglich die Angiogenese fordernden Faktoren
HIF-1a (max. Tag 3) und VEGF (max. Tag 7) erhoht, und im MRT konnte
eine anschlieBende erhohte Durchblutung (max. Tag 42) mit
Knochenbruckenbildung gezeigt werden. So kann man feststellen, dass
Hypervaskularitat einen Einfluss auf die Knochenbriuckenbildung bei

Wachstumsfugenlasionen zu haben scheint.



Abstract

Introduction: Bone growth disturbance is a very common complication
during fracture repair in childhood. Two types are existing, stimulating and
inhibiting growth disturbance, which occur depending on the fracture location.
In this study we want to examine bone bridge formations as initial part of
inhibiting growth disturbance and their interaction with the healing regulating
factors HIF-1a and VEGF, which are thought to stimulate angiogensis in the

ephiphyseal lesion.

Material and Methods: 70 male sprague-dawley rats (5 weeks of age, 100-
120 g) were randomly distributed in experimental- and control group. Animals
in the experimental group sustained a transepiphyseal drill-hole injury to the
left tibia, simulating a transepiphyseal fracture. Euthanasia was performed 1,
3, 7, 14, 28 und 82 days after fracture. In the control group euthanasia was
performed on day 0 without setting a lesion. For investigation of the
expression of CD-31, HIF-1a , BMP-2, VEGF, VEGFR1 und 2 a qrt-PCR was
performed on every date.

5 other sprague-dawley rats (5 weeks of age, 100-120 g) served as a second
control group, for a morphological in vivo control of bone bridge formation on
days 1, 3, 7, 14, 28 und 82. With a dynamic contrast enhanced MRI we also

performed a blood-flow measurement in the lesion.

Results: in the traumatized growth plate mRNA expression of HIF-1a
showed a slightly upward trend from day 1 on with maximum levels on day 3
while VEGF, VEGFR1 and 2 showed highest expression levels on day 7.
Comparing expression levels of CD-31, HIF-1a , VEGF and VEGFR1
between the lesioned and the contra-lateral physis significant change is just
given on day 28. A clear lesion was seen in the MRT on day 1 and 3.
Evaluation. On day 28 first indications of cartilaginous tissue are detected in
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the drill-hole. From day 42 on bone bridges can be observed an the growth
plate gets separated again. The continuously increased transfer coefficient
(K"™") in the DCE-MRI proofs a well-perfued physis.

Discussion: qRT-PCR datas and MRT measurements verify each other.
Initial the angiogenese stimulating factors HIF-1a (max. day 3) und VEGF
(max. day 7) are increased and the MRI shows a higher perfusion starting at
day 42 which goes along with bone bridge building. In conclusion it can be
stated that hypervascularity is associated with the formation of bone bridges

after transphyseal lesions.
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1. Einleitung

Knochengewebe ist das Gewebe mit dem gréfliten Heilungspotenzial im menschlichen
Korper. Es schafft eine nahezu 100-prozentige Wiederherstellung der urspringlichen
Struktur nach Traumata und hat gleichzeitig auch eine weitere aullerst positive
Eigenschaft, das Remodelling. Hierunter versteht man die Eigenschaft des Knochens,
gewisse Fehlstellungen eines zusammengewachsenen Knochen auch noch nach dem
Abschluss des eigentlichen Heilungsprozesses zu korrigieren. Dies trifft jedoch nur auf das
wachsende Skelett bis zum Schluss der Epiphysenfuge zu, beziehungsweise im
ausgereiften Skelett findet es nur mehr in sehr geringem Male statt. So ist es im
Kindesalter mdglich, bei Frakturen eine gewisse Achsabweichung, bei Rotationsfehlern
jedoch nur sehr eingeschrankt, zu tolerieren und eine konservative Therapie mittels
Gipsruhigstellung zu verordnen, ohne dass man Spatfolgen zu beflirchten hat.[1,2] Das
Ausmaly der moglichen Korrektur ist vom Alter und der Art der Fehlstellung abhangig,
sowie der der Fraktur am nachsten liegenden Epiphysenfuge, da diese verschiedenen
Anteil am Wachstum haben, und somit verschiedenes Korrekturpotenzial. So erfolgt an
den oberen GliedmaRen das grolte Langenwachstum an der proximalen
Humerusepiphyse und der distalen Radiusepiphyse mit jeweils 80%, und nur 20% werden
von der distalen Humerusepiphyse und der proximalen Radius- und Ulnaepiphyse dazu
beigetragen. An der unteren Extremitat werden 70% von der distalen und 30% von der
proximalen Femurepiphye des Langenwachstums ubernommen, wohingegen das
Langenwachstum des Unterschenkels mit 55% an den proximalen und 45% an der

distalen Tibiaepiphyse relativ ausgeglichen ablauft. [3]

Frakturen haben einen sehr groen Anteil am Patientengut, so waren 42 % aller 166 900
stationdr behandelten Freizeitunfalle in Osterreich im Jahre 2006 Frakturen [4], die Zahl
der ambulant versorgten ist sicherlich noch um vieles hoher. Bei diesen Zahlen wird klar,
dass es trotz der bestmdglichen Versorgung aus verschiedensten Grinden zu

Heilungskomplikationen kommt.

Eine Heilungskomplikation, die aufgrund der noch nicht geschlossenen Epiphysenfugen
nur im kindlichen Skelett mit seinen Epiphysenfugen auftreten kann, ist der vorzeitige
Verschluss der Epiphysenfugen, hervorgerufen durch Traumata, iatrogen oder auch durch
entzundliche Prozesse. Hierbei kommt es aufgrund von Knochenbrickenbildungen zu

einem partiellen oder einem vollstandigen Wachstumsfugenverschluss, was dann zu
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Verkirzung und/oder achsabweichendem Wachstum des betreffenden Knochens flhrt.
Dies wird dann unter dem Begriff ,hemmende Wachstumsstérung“ zusammengefasst.
Weinberg et al. [5] geben ein Risiko von 15 bis 35% bei dislozierten
Epiphysenfugenlasionen an. Hasler und v. Laer [2] beziffern das Risiko einer hemmenden
Wachstumsstérung am  distalen  Femur bei  Epihysenfugenlésungen  und
Epiphysenfrakturen mit circa 35%, an der proximalen Tibia mit 30 % und an der distalen
Tibia mit 20 %. Epiphyenfugenverletzungen im Rahmen von Traumata lassen sich nach
Salter-Harris klassifizieren, bei welcher Epiphysefugenldosungen Salter-Harris-Typ | und
Typ Il entsprechen, und Epiphysenfrakturen im eigentlichen Sinn Salter-Harris-Typ Ill und
Typ IV (siehe Abbildung). Die Haufigkeit einer hemmenden Wachstumsstérung an der
oberen Extremitat beschreibt Laer et al. [1] als ein eher seltenes Ereignis, welches nur in
ca. 5% aller Falle auftritt, wohingegen es an der gesamten unteren Extremitat in 25 bis
30% der Falle mit Epiphysenfugenverletzungen haufiger auftreten kann. An dieser Stelle
ist auch festzuhalten, dass Langendifferenzen an der oberen Extremitat einen weitaus
geringeren Stellenwert haben als an der unteren Extremitat, da es bei zweiterem aufgrund
der resultierenden Beinlangendifferenz  zu Folgeschaden, wie zum Beispiel
Beckenschiefstand mit Skoliose, kommen kann.

Der Vollstandigkeit halber muss erwahnt werden, dass auch stimulierende
Wachstumsstérungen existieren, die ebenfalls sowohl partiell, als auch vollstandig sein
konnen.[6,7] Diese treten jedoch nur bei langen Rohrenknochen mit diaphysaren oder
metaphysaren Frakturen auf, und wie bei den hemmenden Wachstumsstorungen, sind sie
auch nur bei Knochen mit noch offenen Wachstumsfugen mdglich. Eine gewisse
Stimulierung des Wachstums tritt bei jeder Schaftfraktur auf, wird jedoch im Laufe des
weiteren physiologischen Wachstums in fast allen Fallen kompensiert. Allerdings kann
diese auch ein pathologisches Mal} erreichen und nicht mehr korrigiert werden, was dann
wiederum Spatfolgen nach sich ziehen kann.

Hasler und v. Laer [2] postulierten, dass eine maximale Stimulation des Wachstums bei
Patienten unter zehn Jahren anzunehmen ist, wohingegen bei Patienten Uber zehn Jahren
eher Knochenverkurzungen auftreten, die auf einen vorzeitigen Schluss der Fuge

zuruckzufihren sind.



Abbildung A: Klassifikation von Epiphysenfugenverletzungen nach Salter-Harris I-V
(aus Weinberg, Tscherne, 2006, Unfallchirurgie im Kindesalter Band |, S.18, Abb.2.6.)

Nichtsdestotrotz, sind die Mechanismen, die zu all diesen Wachstumsstérungen flihren,
bis jetzt nur unlanglich bekannt. Zwar weil man, dass lokale und systemische Signalgeber
fur Wachstum, Differenzierung von Zellen und Einsprossung von Gefalzen verantwortlich

sind, aber die genaueren Interaktionen sind noch nicht alle erforscht.



Abbildung B: Wachstumsstorungen bei Kindern
A - Kind mit offensichtlicher Beinlangendifferenz als Resultat einer stimulierenden Wachstumsstérung nach
diaphysarer Femurfraktur. B - Kind mit offensichtlicher Beinlangendifferenz als Resultat einer hemmenden
Wachstumsstérung nach einer Epiphysenfraktur (Salter-Harris 1) der distalen Tibia. C, D u. E -
Roéntgenaufnahmen bzw. eine MRT-Aufnahme des Kindes von Bild B nach Konsolidierung der Fraktur: Pfeil

zeigt vorzeitigen partiellen Epiphysenfugenschluss
(Herzlichen Dank an die Universitatsklinik fir Kinderchirurgie Graz fur das Bildmaterial)




1.1. Ziel der Studie

Die Reparaturvorgange bei Epiphysenfugenlasionen stellen eine Art Sonderform von
Knochenreparaturvorgangen dar, wobei beide von vielen gleichen Mediatoren und
Wachstumsfaktoren beeinflusst werden, jedoch in unterschiedlichem Ausmal}.

Ziel dieser Studie ist die weitere Aufklarung der Reparaturmechanismen bei
Wachstumsfugenlasionen, mit besonderem Augenmerk auf die Bildung von
Knochenbricken in der Epiphysenfuge, welche zu hemmenden Wachstumsstérungen
fuhren kénnen. Durch die Fokussierung auf die regulierenden Faktoren, welche fur die
Angiogenese, die damit beginnende Ossifikation und somit womoglich fur die Bildung der
Knochenbricken entscheidend sind, wollen wir nahere Aufschlisse Uber deren
Entstehung erhalten. Aus diesem Grund haben wir die Hypothese aufgestellt, dass ein
erhdhter Gradient von VEGF (vascular endothelial growth factor), bedingt durch das
Frakturhamatom, Einblutungen und Hypoxie am Lasionsort, mit der voribergehenden
Knochenbruckenbildung in der Epiphysenfuge, als Teil des Reparaturmechanismus in der
Fuge, korreliert. Dies geschieht direkt durch VEGF Uber eine erhdhte Angiogenese, eine
Stimulierung von Osteoblasten und eine Aktivierung von Osteoklasten, sowie indirekt Gber
Endothelzellen, welche BMP-2 (bone morphogenetic protein-2), einen der wichtigsten

Faktoren der Osteogenese, synthetisieren.

Folgende vier Ziele wurden definiert:

1.) Die Untersuchung von Epiphysenfugenreaktionen auf traumatische
transepiphysare Lasionen.

2.) Die Expression von BMP-2, HIF-1a (hypoxia inducible factor-1a), VEGF,
VEGFR1 und 2 (vascular endothelial growth factor receptor 1 und 2), als
Signalmolekile in der Epiphysenfuge darzustellen, und deren Rolle bei der
Knochenbrickenbildung in Reparaturvorgangen zu hinterfragen.

3.) Nachweis einer stimulierten Angiogenese wahrend der Heilungsprozesse einer
Epiphysenfugenfraktur, mittels Nachweis von CD31-Expression als
Oberflachenmarker von Endothelzellen.

4.) Morphologischen  Nachweis  von  Knochenbrlickenbildungen  mittels

hochauflésender Magnetresonanz-Tomographie (MRT)



2. Die Grundlagen

2.1. Der Knochen

Der Knochen gehort zusammen mit den Gelenken, dem Muskelgewebe und den Bandern
zum Bewegungs- und Stutzapparat des Korpers, und hat hier in erster Linie eine tragende
und formgebende Funktion fir den menschlichen Koérper. Das menschliche Skelett setzt
sich individuell verschieden zwischen 206 und 214 Knochen verschiedenster Form und
Funktion zusammen.[8]

Auch wenn der Knochen sehr gerne als ruhendes stabiles Gewebe angesehen wird, so ist
dies nicht ganz richtig. Knochen unterliegt selbst im Erwachsenenalter noch einem
enormen Wachstumspotenzial, allerdings nur mehr im Sinne von Remodelling und
Frakturheilung. 2-5% Knochen-turn-over im langen Knochen und bis zu 30 % im
Geflechtsknochen machen dieses Gewebe zu einem duferst aktiven dynamischen Teil
unseres Korpers.[9] Damit dies auch moglich ist, muss das Knochengewebe auch gut mit
Nahrstoffen versorgt, also gut durchblutet, werden. So wird der Gesamtblutfluss im

ganzen Knochengewebe von Boron et al.[10] mit 200 bis 400 ml/min angegeben.

2.1.1. Aus anatomischer Sicht

Generell kann man Knochen in vier grof3e Gruppen unterteilen [8] :

1 — kurze Knochen (ossa brevis)
2 — lange Knochen (ossa longa) oder Réhrenknochen
3 — flache Knochen (ossa plana)

4 — jrregulédre Knochen (ossa irregulare).

Makroskopisch kann man noch zwischen zwei verschiedenen Arten von Knochensubstanz
unterscheiden: Substantia compacta - eine sehr kompakte, mit wenig Zwischenraumen
ausgestattete und feste Schicht, die sich an der Oberflache eines Knochens befindet. lhre
Aufgabe ist es, die Festigkeit und Steifigkeit des Knochens zu gewahrleisten, was fur die
Belastung des Knochens unabdinglich ist; Substantia spongiosa — eine Struktur mit
trabekularem Aufbau, also aus einem aus einzelnen Knochentrabekeln gewebten Netz mit

6



sehr vielen Zwischenraumen. Sie ist vor allem in die metabolischen Vorgange, wie zum

Beispiel den Kalzium-Phosphat-Haushalt, des Knochens involviert. [8]

Kurze Knochen:
Kurze Knochen besitzen an ihrer Oberflache eine relativ diinne Substantia compacta und
im Inneren eine mit Knochenmark oder embryonalen geflllten Substantia spongiosa. Zu

ihnen zahlen zum Beispiel die Handwurzel- beziehungsweise die Fulwurzelknochen.

Lange Knochen oder R6hrenknochen:

Bei dieser Art von Knochen unterscheidet man noch weiter definierte Abschnitte:

Erstens die Epiphyse. Sie befindet sich jeweils an den gelenksnahen Enden und ist innen
aus Substantia spongiosa und aufden aus einer dinnen Schicht Substantia compacta
aufgebaut. Im Rahmen von Gelenksbeteiligung kann die Epiphyse auch zum Teil mit
hyalinem Knorpelgewebe Uberzogen sein, und als Gelenksfacette dienen.

Zweitens die Diaphyse. Sie beschreibt den so genannten Knochenschaft des
Roéhrenknochens und beinhaltet auch den Markraum, welcher gelbes oder rotes
Knochenmark enthalten kann. Dieser Teil besteht fast ausschlieBlich aus Substantia
compacta.

Und drittens die Metaphyse. Dieser Teil beschreibt eine Ubergangszone zwischen den
beiden zuvor genannten. Sie besteht ebenfalls aus Substantia compacta und spongiosa.
Und zu guter letzt die Physe, auch Epiphysenfuge oder Wachstumsfuge genannt, welche
zwischen Epiphyse und Metaphyse liegt. Sie ist jedoch nur bei einem noch wachsenden
Knochen (kindlicher Knochen) zu finden und kann noch in weitere Zonen unterteilt werden
(siehe hierzu 2.1.2.5. Die Epiphysenfuge (Wachstumsfuge)). Zur Gruppe der langen
Knochen oder Réhrenknochen zahlen unter anderem der Oberschenkelknochen (Femur)

oder der Oberarmknochen (Humerus; siehe



Abbildung C).



Abbildung C: Abschnitte des Humerus als Beispiel eines langen Knochens
(aus Weinberg, Tscherne, 2006, Unfallchirurgie im Kindesalter Band |, S.4, Abb.1.2.)

Epiphyse

Metaphyse

{

= epiphysen-
versorgendes
Gefal

Diaphyse

Metaphyse

Nt .
i Epiphyse

Epiphysenfuge

Platte Knochen:

Im makroskopischen Bild eines platten Knochens kann man eine Lamina externa von
einer Lamina interna unterscheiden, wobei beide aus Substantia compacta bestehen.
Dazwischen befindet sich eine Schicht aus Substantia spongiosa. Als Beispiel eines

Knochens aus dieser Gruppe sei das Schlafenbein (os temporale) genannt.

UnregelmélBlige Knochen:
In diese Gruppe fallen alle Knochen, die den drei oben genannten nicht eindeutig

zugeordnet werden konnen, zum Beispiel der Wirbelkorper (os vertebrale).

Darlber hinaus existieren dann auch noch Sonderformen von Knochen. Hierzu zahlen
Sesambeine, pneumatische Knochen und akzessorische Knochen. Sesambeine, oder
auch sesamoide Knochen genannt, sind direkt in Bander eingelagert. Solche findet man

zum Beispiel beim Grolizehen Grundgelenk plantar (zwei Stick, ein mediales und ein



laterles) , jedoch zahlt auch die Patella des Kniegelenks in diese Gruppe, auch wenn sich
auf Grund ihrer Grofle nicht ganz ins Schema eines Sesambeins passt. Unter
pneumatischen Knochen versteht man Knochen, welche einen luftgefullten Hohlraum in
ihrem Inneren beherbergen. Solche finden wir vor allem im Gesichtsbereich bei den
paranasalen Sinus. Zu den akzessorische Knochen zahlt man abnormale Uberzahlige
Knochen, welche durch Entwicklungsstorungen oder durch fehlenden
Knochenkernverschmelzungen entstehen, und oft zu Fehldiagnosen fuhren konnen.
Hierzu zahlen zum Beispiel Lendenrippen am ersten Lendenwirbel oder das os tibiale

externum, ein akzessorischer Knochen medial dem os naviculare am Fuss. [11]

Allen Knochen gemein ist jedoch eine gut sichtbare Bindegewebsschicht, welche sie
aullen umgibt — das Periost. Lediglich an den Stellen, wo der Knochen von
Knorpelgewebe Uberzogen ist, wie an den Gelenksflachen, fehlt diese fir den Knochen
existentiell wichtige, mit freiem Auge erkennbare, Schicht. Uber den genauen Aufbau und
dessen Funktionen wird im nachsten Kapitel gesprochen.

Bei Rohrenknochen legt sich an der inneren Oberflache des trabekularen Knochens, als
Grenze zur Markhdhle, noch eine dinne Membran an, das sogenannte Endosteum.
Dieses besteht aus Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten, Osteoklasten und retikulare
Kollagen Typ Il Fibrillen, und scheint sowohl bei der Kalziumhomoostase, als auch als

Zell-Reservoir bei Knochenheilung und Reparaturen mitzuwirken. [12]

2.1.2. Aus histologischer Sicht

Bei der histologischen Ansicht eines Knochens sieht man, dass er nicht nur aus
Knochengewebe besteht, sondern in verschiedenem Ausmal} auch aus Knorpelgewebe.
Speziell in der Wachstumsphase, aber auch bei Heilungsprozessen von Knochenlasionen,
hat das Knorpelgewebe eine entscheidende Rolle. Selbstverstandlich findet man es auch
an den Gelenksflachen, an denen ein hyaliner Knorpeliberzug mit seiner dampfenden

Eigenschaft nicht wegzudenken ist.

Knochengewebe hat einen grundsatzlichen Aufbau wie jedes Bindegewebe des Korpers

aus Zellen, Fasern und Grundsubstanz. Auf den Knochen nun bezogen setzt er sich aus
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Knochenzellen (Vorlauferzellen, Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten), Fasern und

Knochengrundsubstanz (Interzellularsubstanz = Osteoid) zusammen.

Abbildung D: Schematische Darstellung der Zusammensetzung von
Knochengewebe [13-15]
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2.1.2.1. Die Zellen des Knochengewebes

Vier wesentliche Zelltypen bilden das Grundgerlst des kndchernen Gewebes. Hierzu
zahlen: mesenchymale Stammzellen (MSCs), Osteoblasten, Osteozyten und
Osteoklasten. Osteoblasten und Osteozyten entstehen in der Embryogenese gemeinsam
mit Muskel-, Knorpel-, Fett- und Knochenmarksstromazellen aus dem Mesoderm, dem
mittleren Keimblatt. lhre gemeinsame Stammzelle wird als mesenchymale Stammzelle,
oder ,mesenchymal stem cell* (MSC), bezeichnet.[16] Die Osteoklasten hingegen
entstehen aus einer anderen Stammzelle, namlich der hamatopoetischen Stammzelle.[17]

Selbstverstandlich findet man auch Fibroblasten, Endothelzellen und die verschiedensten
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Knochenmarkszellen in den Strukturen des Knochens, sie zahlen aber nicht zu den Zellen

des Knochengewebes im eigentlichen Sinn.

Mesenchymale Stammzellen:

Diese pluripotenten Vorlauferzellen finden sich im Knochenmark und dienen als
Zellreservoir fir Reparatur- und Wachstumsvorgange. Aus ihnen kénnen sich sowohl
Knochenzellen, als auch Muskel-, Sehnen- und Knorpelzellen entwickeln. lhre Entwicklung
zu Knochenzellen, Uber die sogenannten Osteoprogenitorzellen als Vorlauferzelle der
eigentlichen Knochenzellen, wird als osteogenetische Differenzierung bezeichnet, und
genau dieses Potential macht diese Zellart im Rahmen von Frakturheilung zu einer
wichtigen Schlusselzelle.[16,18] Diese Vorgange finden naturlich nur unter dem
Vorherrschen verschiedenster regulatorischer Faktoren statt. So werden BMPs (bone
morphogenetic proteins) durch ihre Wirkung auf Differenzierung, Proliferation und
Apoptose als wichtigster Faktor angesehen, der sowohl in Knochenentwicklung, aber auch
Knochenheilung, wirkt.[19] Runx2/Cbfa1 und Osterix sind zwei weitere wichtige Faktoren,

die fur die Differenzierung von MSCs zu Osteoblasten unentbehrlich sind. [20]

Abbildung E: Stammzellendifferenzierung
(modifiziert nach Weinberg, Tscherne, 2006, Unfallchirurgie im Kindesalter Band I, S.9, Abb.1.6.)
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Osteoblasten:

Osteoblasten entwickeln sich aus der mesenchymalen Stammzelle und sind die
Vorlauferzellen der Osteozyten. Sie haben drei wichtige Aufgaben zu erfullen: 1.)
Neusynthese der meisten Proteine der Knochengrundsubstanz 2.) Expression von Genen
fur die Kalzifikation des Knochens 3.) Regulierung der Osteoklastenaktivitat. Fur diesen
Zweck sind sie fur die Synthese von RANKL (receptor activator of nuklear factor kappa B
Ligand) verantwortlich, welches RANK (receptor activator of nuklear factor kappa B) an
Osteoklasten aktiviert und somit zu Knochenabbau fuhrt. Allerdings synthetisieren die
Osteoblasten auch OPG (osteoprotegin), welches ein kompetitiver Hemmer von RANKL
ist. [13]

Osteozyten:

Osteozyten stellen die grofte Gruppe an Zellen im Knochengewebe dar und entwickeln
sich aus Osteoblasten. Das Bild der ruhenden stabilen Zellen hat sich in den letzten
Jahren zu einer sehr aktiven und mobilen Art von Zellen gewandelt. Sie sind im Gegensatz
zu Osteoblasten und Osteoklasten nicht durch ihre Funktion, sondern vielmehr durch ihre
Lokalisation im Knochen gekennzeichnet. Sie liegen namlich in Osteoid
(Knochensubstanz) eingebettet, wo die elliptisch geformten Zellen in Lakunen lagern. [21]
Selbstverstandlich erfiillen sie auch gewisse Aufgaben, wie zum Beispiel das Umwandeln
von mechanischen Reizen, die auf den Knochen einwirken, in biochemische Signale, wie
Prostaglandine, umzuwandeln und somit fiir Knochen-Remodelling zu sorgen. Uber die
Synthese von Osteopontin sind sie im Stande, einerseits flr die Neubildung von
Knochenmatrix (,osteoblastische” Osteozyten) zu sorgen, andererseits aber auch
Knochenhartsubstanz abzubauen (,osteolytische® Osteozyten).[15,22] Weiters wird Uber
sie die Kalzium- und Phosphathomoostase und dadurch die Mineralisation des Knochens,
gesteuert. Dies wird auch durch die Tatsache ersichtlich, dass apoptotische Osteozyten
Osteoklasten stimulieren.[23] AuRerdem ist es ihnen maoglich, sich Uber dendritische

Fortsatze an ihrer Oberflache innerhalb der Lakunen zu bewegen.[9,21]

Osteoklasten:

Sie entstehen im Gegensatz zu den zwei anderen Zelltypen aus einer pluripotenten
Vorlauferzelllinie aus dem Bereich der hamatopoetischen Stammzelle, und zwar der
Monozyten-Makrophagen-Linie.[13] Sie sind grof3e Riesenzellen, die im Schnitt 10-20
(maximal is zu 100) Zellkerne enthalten und bis zu 100um grof3 werden.[17] Zu ihren

Hauptaufgaben zahlt die Resorption, sprich der Abbau von Knochensubstanz. Dies

13



geschieht Uber ein saures Mikro-Milieu (pH ungefahr bei 4,0) zwischen Osteoklast und
Knochen, wobei sich der Osteoklast mittels transmembraner Integriert und dem
Vitronectin-Rezeptor an den Knochen andockt. [17] Die mit der Knochenoberflache in
Kontakt stehende Seite eines Osteoklasten weist ein welliges Relief auf (,ruffled border®)
und wird von einem Ring aus Integrinen und Rezeptoren (,clear zone“ oder ,seal®), die
Knochen und Osteoklast fest beieinanderhalten und abdichten, umgeben. So wird eine Art
Lakune zwischen Knochen und Osteoklast gebildet, welche Uber die in das ,ruffeld border®
eingelassen Protonenpumpen, hier V-ATPasen, azidifiziert wird.[24]

Durch eine Vielzahl von Faktoren werden Osteoklasten stimulierend und hemmend
beeinflusst. So werden sie zum Beispiel durch IL-1 (Interleukin 1; aus Osteoklasten,
Monozyten-Makrophagen), ¥ M-CSF  (macrophage colony-stimulating-factor;  aus
Parathormon  stimulierten  Osteoblasten), TNF-a  (Tumornekrose-Faktor-a;  bei
Entzindungsvorgangen) und Bindung von RANKL an RANK aktiviert und ihre Proliferation
gefordert. Gehemmt werden sie hingegen durch TGF-[3 (transforming-growth-factor-3; aus
Osteoklasten und Osteoblasten), INF-y (Interferon-y; blockiert IL-1 und TNF-a), NO
(Stickoxid; aus Osteoblasten) und Ostrogene (Hauptinhibitoren). [17]

2.1.2.2. Fasern und Knochengrundsubstanz

Fasern und Knochengrundsubstanz werden in ihrer Gesamtheit als extrazellulare Matrix
bezeichnet. Bei genauerer Betrachtung der extrazellularen Matrix besteht diese aus einem
anorganischen Teil, wozu Mineralien zahlen, einem organischen Teil, der aus
Kollagenfasern (ca 90%, wobei hauptsachlich Typ | Kollagen) und anderen organischen
Proteinen besteht, und Hydrationswasser, welches Grundvorrausetzung fur den wichtigen
lonenaustausch im Knochen ist.[15] Der Mineralienanteil besteht hauptsachlich aus
Phosphatverbindungen (anorganisches Phosphat (50%), Kalziumphosphat (35%),
Magnesiumphosphat) und ist vor allem fur die Knochenharte und die Knochenfestigkeit
verantwortlich. Der organische Teil besteht, neben dem oben bereits genannten
Hauptprotein Kollagen, noch aus Proteoglykanen (Glykoproteinen und Gla-Proteinen
(gamma-carboxy glutamic acid-containing proteins)) [14] und ist entscheidend fur die
elastische Eigenschaft des Knochengewebes. Das Verhaltnis von organischem zu

anorganischem Anteil verandert sich im Laufe eines Lebens. So betragt beim
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Neugeborenen der anorganische Anteil 50%, beim alten Menschen jedoch 70%, womit

der Knochen an Elastizitat verliert und leichter bricht.[25]

2.1.2.3. Histologische Knochentypen

Anhand des histologischen Knochenaufbaus kann man zwei Arten von Knochegewebe

unterscheiden:

1.) Geflechtsknochen (Primérer Knochen)

2.) Lamellenknochen (Sekundérer Knochen)

Der Typ des Gelfechtsknochens kommt hauptsachlich in der Knochenentwicklung vor und
entspricht verkndchertem Bindegewebe. Er ist trabekular aufgebaut, wobei ein Trabekel
eine Dicke zwischen 200 und 300 um aufweist. Dies ist auch die maximale Wegstrecke,
Uber die Diffusion mdglich ist, und somit wird garantiert, dass solche Knochen, welche im
Inneren keine Blutgefalle aufweisen, sich uber Diffusion aus dem sich in den
Zwischenraumen befindlichem Knochenmark erndhren kénnen. Permanente Zug- und
Druckbelastungen, welchen er hervorragend standhalt, fordern die Umwandlung der
Mesenchymzellen in Osteoblasten, welche Osteoid produzieren. Somit wird die wichtige
Rolle dieses Knochentyps im Knochenwachstum und in der Knochenheilung deutlich.
Beim adulten Skelett findet man den Geflechtsknochen nur mehr in der Labyrinthkapsel im
Innenohr, in der pars petrosa des Schlafenbeins (os temporale) und in den
Schadelsuturen. [8,15,25]

Der Lamellenknochen ist der viel haufiger vertretene Knochentyp im menschlichen Korper.
Die Grundeinheit wird als Osteon (=Havers’'sches System) bezeichnet, welches eine
Lange von bis zu einem Zentimeter und eine Dicke von 250 bis 350 um aufweist. Jedes
Osteon wird auRen noch von einer Schicht mineralisierter Matrix mit nur wenigen Fasern
umgeben, welche als Zement bezeichnet wird. Um einen zentralen Kanal (canalis centralis
= Havers Kanal), welcher ein Blutgefall enthalt, lagert sich Extrazellularmatrix, mit dessen
parallel ausgerichteten Fibrillen, lamellenartig aneinander, wobei finf bis 20 solcher
sogenannter Speziallamellen immer gegenlaufig zueinander angeordnet sind. Osteozyten

befinden sich in Lakunen in diesen Speziallamellen und stellen die Hauptzellgruppe im
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Lamellenknochen dar. Zwischen den einzelnen Havers’'schen Kanalen, dem Periost und
der Markhdhle verlaufen zusatzlich noch tangentiale Kanale, die sogenannten Volkmann-
Kanale, in welchen sich ebenfalls Blutgefalle befinden. An der Oberflache des
Lamellenknochens gibt es eine auflere Grundlamelle, die den ganzen Knochen umgibt
und die Grenze zum Periost darstellt. Im Inneren gibt es ebenfalls eine auskleidende
innere Grundlamelle, welche die Abgrenzung gegenuber dem Markraum darstellt. Im
Vergleich zum Geflechtsknochen findet man beim Lamellenknochen eine geringere
Osteozytenanzahl, jedoch ist der Mineralgehalt wesentlich héher und die Kollagenfasern

sind strukturiert angeordnet.[8,15]

2.1.2.4. Das Periost

Das Periost stellt die multifunktionale aul3ere Haut des Knochens dar. Dieses auch als
Beinhaut bezeichnete Bindegewebe enthalt neben stitzenden Bindegewebszellen auch
zahlreiche Nervenfasern, sowie Lymphgefal3e und BlutgefalRe, womit die Funktion dieser
Schicht klar wird. Sie dient einerseits zum Schutz des Knochens, andererseits ist sie fur
den Knochenstoffwechsel unerlasslich und gewahrleistet hierlber auch die Innervation
des Knochens. Eine wichtige Funktion Ubernimmt das Periost auch in der
Knochenheilung, bei der es von selbigem aus zu Knochenbildung (intramembrandse
Ossifikation) kommt.

Prinzipiell setzt sich das Periost aus zwei Schichten zusammen. Einem aulieren
faserreichen bindegewebigem Stratum fibrosum und einem inneren Stratum orgenicum,
auch Kambium genannt, welches bei der Osteoblastendifferenzierung, in der

Knochenentwicklung und in der Knochenheilung eine wichtige Rolle einnimmt.

2.1.2.5. Die Epiphysenfuge (Wachstumsfuge)

Die Epiphysenfuge ist der entscheidende Abschnitt eines Knochens flr dessen
Wachstum, welches dadurch ermdglich wird, dass Knorpelzellen proliferieren und zu
Knochenzellen differenzieren. Auf einer Rontgenaufnahme wird dieser Teil des Knochens
als Aufhellung sichtbar. Stérungen oder Verletzungen ihrer Struktur, zum Beispiel durch

transphysare Frakturen, kdnnen Wachstumsstérungen nach sich ziehen. Je nach Autor
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kann man die Epiphysenfuge histologisch in vier beziehungsweise in funf Zonen einteilen,
wobei jedoch Funktion, Ablauf und Endergebnis bei allen Autoren gleich sind.
[15,24,26,27]

Ich entschied mich fur folgende Einteilung, in welcher die Zonen von epiphysar nach

metaphysar wie folgt in vier Zonen angeordnet sind:

1.) Reservezone (syn. ,suhende Zone®)
2.) Proliferationszone (syn. ,Sé&ulenknorpelzone®)
3.) Resorptionszone (syn. ,hypertrophe Zone")

4.) Eréffnungszone (syn. ,metaphysére Zone")

Die Einteilung beruht hauptsachlich auf den verschiedenen Stadien der
Chondrozytendifferenzierung. Selbstverstandlich ist klar, dass die angefiuihrten Zonen nicht
scharfkantig abgegrenzt werden kdnnen, sondern mit flieRenden Ubergéangen als gut
funktionierendes zusammenspielendes System zu sehen sind.

In der Reservezone bildet die extrazellulare Matrix den Hauptbestandteil und nur einen
kleinen Teil stellen undifferenzierte ruhende Zellen dar.

In der folgenden Proliferationszone entstehen duch Differenzierung und Proliferation
Chondrozyten und es kommt zu einer erhdhte Synthese von intrazellularer Matrix.
Dadurch flachen die Chondrozyten ab und ordnen sich saulenartig in der Langsachse an
(daher auch als Saulenknorpel-Zone bezeichnet). Die Saulen werden durch eine Art
Wande von Intrazellularmatrix, welche sich hauptsachlich aus Kollagen Typ |, aber auch
Kollagen Typ IX und XlI zusammensetzen, voneinander getrennt. Jede Saule wird aus
zehn bis 20 Zellen gebildet, wobei eine hohere Anzahl fur starkeres Wachstum steht. Da
es nur in dieser Zone zu Zellteilungen kommt, speichern die Zellen hier sehr viel
Glykogen, womit eine erhdhte ATP-Produktion in den Mitochondrien mdglich ist. Wie folgt,
kann hier ein erhdhter Sauerstoffgehalt nachgewiesen werden.[26,27]

Die dritte Zone, die Resorptionszone, ist jene, in der die Zellteilung schon beendet ist und
die zuvor neugebildeten Chondrozyten ihre terminale Differenzierung vollziehen. Dabei
hypertrophieren diese und werden zu blasigen Zellen (deswegen auch manchmal als
Blasenknorpelzone bezeichnet [15,24] ). Durch das Hypertrophieren, welches zu einem
funf- bis zehnfachen Zellvolumen fuhrt, steuern die Chondrozyten zum eigentlichen
Langenwachstum des Knochens bei. Synthese von Kollagen X und Abspaltung von
Matrixvesikeln aus der chondrozytaren Plasmamembran initialisieren die Mineralisation

der Intrazellularmatrix. VEGF, das ebenfalls von den hypertrophierten Chondrozyten
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gebildet wird, fihrt zum Einsprossen von kleinen Blutgefal’en in den metaphysaren Teil
der Epiphysenfuge, und mit ihnen kommt es ebenfalls zur Invasion von Chondroklasten,
Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und auch Osteoklasten.[26,27]

Womit wir bereits bei der Eréffnungszone angelangt sind. Hier kommt es dann
schlussendlich zur primaren Knochenbildung. Chondrozyten gehen durch Apoptose zu
Grunde und Chondroklasten schaffen fur Osteoblasten Platz, um Knochenmatrix zu
bilden. Auf diese Weise entsteht primarer Knochen, der dann sehr rasch in den definitiven
sekundaren Knochen umgebaut wird.[26,27]

Die Entwicklung des Chondrozyten von der Reservezone bis zur hypertrophen Zone und

die folgende Mineralisierung der Matrix dauert zirka 24 Stunden. [27]

Abbildung F: histologische Ubersicht iiber Epiphyse, Wachstumsfuge (growth plate)

und Metaphyse
(Safranin-O Farbung; VergroRerung: 40x)
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Abbildung G: Detailansicht der Fuge mit Zoneneneinteilung
(Safranin-O Farbung; VergréRerung: 100x)
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Die an sich avaskulare Epiphysenfuge wird durch metaphysare und epiphysare
Blutgefale mit den nétigen Nahrstoffen versorgt, wobei die Reservezone, die
Proliferationszone und der gréfldte Teil der hypertrophen Zone Uber Diffusion aus den
epiphysaren Gefalden versorgt werden. Der Rest der hypertrophen Zone, sowie die
Eréffnungszone, in welche bereits Gefale einsprossen, werden Uber metaphysare Gefalte
mit Blut versorgt. Unter physiologischen Bedingungen kommt es nur im Rahmen des
Epiphysenverschlusses mit Ende des Wachstums zu transphysarer Blutgefabildung, da
deren Vorhandensein essentiell fur die primare Knochenbildung ist. Wenn es im Rahmen
eines Traumas zur Stérung der GefalRversorgung kommt, gibt es je nach Lokalisation der
Stoérung verschieden Folgen. Wenn die epiphysaren Gefalle betroffen sind, kann es eine
avaskulare Nekrose des sekundaren Ossifikationszentrums zu Folge haben, oder bei sehr
starker Zerstorung kann es zu einem vorzeitigen Schluss der Epiphysenfuge kommen. Bei
lokalem peripher liegendem Schaden kommt es Uber Gefalieinsprossung zu
Knochenbrickenbildung mit Wachstumsstérungen. Bei Verletzung der metaphysaren
Gefalke findet in der Epiphysenfuge keine Kalzifizierung mehr statt, womit Chondrozyten
nicht mehr in Apoptose gehen und mit den proliferierenden Chondrozyten aus der
Proliferationszone akkumulieren. Dieser Prozess fuhrt zu einer Hohenzunahme der
Epiphysenfuge, was mit Wachstumsstérungen und Instabilitdt der Wachstumsfuge

einhergeht.
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Terminal, also am &auReren Rand, wird die gesamte Epiphysenfuge von einem
faserknorpeligen Ring umgeben, dem sogenannten ,groove of Ranvier* oder frei Ubersetzt
,=Ranvier'scher Schnurring“. Dieser wurde erstmals 1873 von Ranvier beschrieben, wobei
er Zellen, Fasern und eine darunterliegende dinne Knochenlamina beschrieb, welche die
gesamte Zirkumferenz der Epiphysenfuge umgeben. Die Knochenlamelle wurde dann
spater von Lacroix genauer untersucht und erforscht und als ,Knochenring nach Lacroix"
beschrieben. [26-28] Als Aufgabe des ,groove of Ranvier® wird der Schutz der

Epiphsenfuge vor Druck-, Zug- und Scherkraften beschrieben.

Das ,Leben” der Fuge wird in drei Abschnitte unterteilt:[15]

1.) Stadium des eigentlichen Wachstums:
Hier besteht ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen Proliferations- und

Mineralisationsvorgangen und die Fuge ist noch weit offen.

2.) Stadium der Ruhephase:
Diese Phase befindet sich kurz vor dem eigentlichen Wachstumsabschluss und
dauert meist mehrere Monate. Die Proliferationsvorgange ruhen, die Mineralisation
greift jedoch noch nicht auf den metaphysaren Teil des Knochens uber. Das

Potential zur Proliferation ist aber noch gegeben.

3.) Stadium der Verschlussphase:
Die Mineralisation greift auf die Metaphyse und die angrenzende Epiphyse Uber.
Die Fuge verschwindet.[15] Diese Phase tritt bei Madchen um eineinhalb bis zwei

Jahre friher ein als bei Burschen.[27]

Das Leben jeder Fuge ist genauso individuell wie sein Wachstumspotential. So sind die
knienahen Epiphysenfugen (distaler Femur, proximale Tibia) mehr am Langenwachstum
der unteren Extremitat beteiligt als die kniefernen. Bei der oberen Extremitat ist das
Phanomen genau umgekehrt. Hier sind es die ellbogenferneren Fugen, die mehr
Wachstumsarbeit leisten. [27] Es muss auch klar sein, dass bei jedem Menschen die

Verschlusszeitpunkte der Epiphysenfugen individuell sind.
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2.1.3. GefaBversorgung des Knochens

Wie bereits im Kapitel 2.1. beschrieben, unterliegt der Knochen einem hohen
Blutdurchfluss. Dies kann klarerweise nur Uber ein gut ausgebildetes Gefallsystem

erfolgen, welches sich aus vier Hauptteilen zusammensetzt:

1) nutritive Arterie

2) periostaler Plexus

3) epiphysére Gefalle
4) metaphysére Gefalle

Die nutritive Arterie, welche ein Abgang von einer groflen Systemarterie ist, gelangt
diaphysar durch das ,Erndhrungsloch® (lat.: foramen nutritivum) in den Knochen, wo sie
sich in einen aszendierenden und einen deszendierenden Ast aufteilt. Diese wiederum
teilen sich weiter in kortikale Aste und KnochenmarksgefaRe. Erstere versorgen dann
Endost und Diaphyse, zweitere bilden ein Gefallnetz im Knochenmark und versorgen
dieses. Ein periostaler Plexus, welcher aus Gefallen der umgebenden Muskulatur
gespeist wird, versorgt die aulReren Abschnitte der Kortikalis. Epiphysére Gefél3e, welche
aus Systemarterien stammen, und metaphyséare Gefdl3e, welche aus dem periarteriellen
Gefalgeflecht stammen, versorgen den Rest des Knochens von terminal bis diaphysar.

Der venose Abfluss der Spongiosa wird Uber oberflachliche und tiefe Venen
bewerkstelligt. Der periostale Plexus enthalt neben Arterien auch Venen, welche dann das

Blut an die umgebenden Muskelvenen abgeben. [8,12]

2.1.4. Innervation des Knochens

Knochen und Periost werden sowohl von sympathischen als auch von sensorischen
Nervenfasern innerviert, Uber die der Blutfluss und das Schmerzempfinden im Knochen
gesteuert werden. Eine erhohte sympathische Reizung flihrt zu einem verringerten
Blutfluss, wohingegen ein verstarkte Hemmung der sympathischen Innervation diesen
steigert. Die Nervenfasern ziehen mit den Gefal3en, oberflachlich in der Tunica Adventitia
und als Plexus in der Tunica Media, in den Knochen und verlaufen auch im Inneren der

Knochen mit den Gefallen mit. [27]
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2.2. Knochenentwicklung und Knochenwachstum eines langen
Knochens

Die Knochenentwicklung ist ein sehr komplexer Ablauf von epithelialen und
mesenchymalen Interaktionen, sowie Proliferation und Differenzierung der MSCs in der
embryonalen Phase der menschlichen Entwicklung.[13] Am Anfang der Entwicklung der
langen Knochen stehen zwei obere und zwei untere Extremitatenknospen, welche ab der
funften Embryonalwoche sichtbar werden. Diese bestehen aus einem mesenchymalen
Kern, der vom parietalen Mesoderm, einem Teil des mittleren Keimblatts, abstammt und
wird aufen vom Ektoderm, dem &ufReren Keimblatt, bedeckt. Bereits in der sechsten
Embryonalwoche kann man die ersten Modelle von langen Knochen der Extremitaten
erkennen. Diese bestehen noch aus hyalinem Knorpel, welcher sich durch Verdichtung,
Proliferation und Differenzierung des mesenchymalen Kerns entwickelt. Somit entsteht

das primare Ossifikationszentrum eines Knochens. [24,29]

Auf die weitere Entwicklung, sowie auf das Wachstums wird in den folgenden Kapiteln

naher eingegangen.
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2.2.1. Knorpelzellen und Knorpelmatrix

Da wie bereits erwahnt, auch Knorpelzellen und deren Matrix bei der Knochenentwicklung

miteingebunden und wichtig sind, méchte ich nun kurz darauf eingehen.

Abbildung H: Aufbau eines hyalinen Knorpels [24,30,31]

Knorpelgewebe

———

Extrazellularmatrix

Zellen
Fasern Grundsubstanz

Kollagen Typ Il Proteoglykane

Chondroblasten (40%)

Kollagen Typ IX

Aggrecan

Chondrozyten

Wasser

Kollagen Typ XI
Chondroklasten y

Kollagen Typ X

Chondrozyten stellen die Hauptzellgruppe unter den Knorpelzellen dar. Ilhre
Vorlauferzellen, die wiederum von der MSC abstammen, werden als Chondroblasten
bezeichnet und sind fir die Synthese von Knorpelmatrix Proteinen, wie Kollagen Typ |,
Fibronectin und Hyaluronsaure, zustandig und sorgen durch ihre Proliferation fur
Zellnachschub im Knorpel. Sobald sie sich zu Chondrozyten differenzieren verlieren sie
ihre proliferative Funktion und synthetisieren Knorpelmatrix-Proteine wie Kollagen Typ I,
Typ IX und Typ Xl, sowie Gla-Protein und link-Protein. Wichtige Steuerfaktoren fur die
Chondrogenese, die Knorpelzellentwicklung, sowie fur die Synthese der
Knorpelmatrixproteine, sind der Transkriptionsfaktor SOX9 und Runx2/Cbfa1. SOX9 wird

von mesenchymalen Vorlauferzellen und proliferierenden Chondrozyten gebildet,
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allerdings nicht mehr von hypertrophen Chondrozyten, und ist wichtig in allen
Entwicklungsschritten von Knorpelzellen, sowie der Synthese der Knorpelmatrixproteine.
Runx2/Cbfa1 ist vor allem in der Endphase der Knorpelzellentwicklung von Wichtigkeit,
ganz besonders in der Wachstumsfuge, wo Runx2/Cbfa1 das Differenzieren der
Chondrozyten in hypertrophe Chondrozyten stimuliert. Jedoch sind noch viele andere
Mitglieder der SOX—Familie, sowie der Runx-Familie, in die Chondrogenese involviert. [31]
Ein weiterer wichtiger Faktor ist HIF-1a (hypoxia inducible factor-1a), welcher unter
hypoxischen Bedingungen, wie sie es in einem Frakturkallus oder in
Epiphysenfugenlasionen vorherrschen, tber Aktivierung von SOX9 in die Chondrogenese
eingreifen. [30]

Die hyaline Knorpelmatrix enthalt hauptsachlich Kollagen Typ Il, was zirka 40% des
Trockengewichts des Knorpels ausmacht. Kollagen Typ IX und Typ Xl sind ebenfalls
vorhanden, jedoch nur in relativ geringem AusmaR. Wenn Chondrozyten zu
hypertrophieren anfangen und zu hypertrophen Chondrozyten werden, beginnen sie, nur
Kollagen Typ X zu synthetisieren. Die zweite Hauptgruppe der Knorpelmatrixproteine
stellen die Proteoglykane dar, wobei in der Knorpelmatrix mengenmallig hauptsachlich
Chondroitinsulfat und Keratansulfat eingebettet sind. [24] Das von der Funktion her
bedeutendste Proteoglykan ist Aggrecan, welches das entscheidende Protein fur das
osmotische Gleichgewicht im Knorpel ist, und den Knorpel somit bei kompressorischem
Stress schutzt.[26] Weitere , die allerdings nur in kleinen Mengen vorkommen, sind

Fibronectin, Vitronectin und zahlreiche andere.

2.2.2. Arten der Knochenentwicklung

Prinzipiell kann man zwei grofle Arten von Knochenentwicklung, der sogenannten

Osteogenese, unterscheiden:

1- Direkte / desmale / intramembranése Ossifikation

2- Indirekte / enchondrale Ossifikation.

Direkte / desmale / inframembranése Ossifikation:

Auf diesem Weg entsteht Knochen aus mesenchymalen Blasten, welche direkt zu
Osteoblasten und weiter zu Osteozyten differenzieren. Der urspringliche Knochen,
welcher sich durch diesen Prozess bildet, wird als Geflechtsknochen bezeichnet und wird
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erst in weiterer Folge zu Lamellenknochen umgebaut. So entstehen zum Beispiel die
Knochen des Schadeldachs oder die Alveolen der Zahne, aber auch bei der

Knochenheilung spielt diese Art der Knochenentstehung eine entscheidende Rolle.[24]

Indirekte oder chondrale Ossifikation:

Hierbei kommt es indirekt zu Knochenbildung Uber eine knorpelige Vorstufe.

Die Chondrozyten des knorpeligen Knochenmodells im Zuge der Knochenentwicklung
beginnen zu hypertrophieren und verursachen Uber die Abgabe von Matrixvesikeln,
welche mit Kalzium geflllt sind, die Kalzifizierung der Matrix. Weiters geben sie
Phosphatasen ab, welche Phosphat in der extrazellularen Matrix fir die Prazipitation mit
dem Kalzium bereitstellen und Proteasen, welche die Kalzifikation inhibierenden
Proteoglykane abbauen. Die hypertrophen Osteozyten beginnen daraufhin VEGF
(vascular endothelial growth factor) zu produzieren und stimulieren nebenbei auch noch
Chondroklasten, die durch Abbau von Knorpelzellen fur die Osteoblasten Raum schaffen,
um dort einsprossen zu konnen. VEGF fuhrt zum Einsprossen von Gefalden, mit welchen
MSCs mit einwandern und die dann im weiteren Verlauf zu Osteoblasten differenzieren.
Die Osteoblasten beginnen dann mit der Verkndcherung und differenzieren dann weiter zu
Osteozyten.[8,24,27] Dieser Ablauf gleicht dem einer Frakturheilung und dem in der
Epiphysenfuge. Daruber hinaus wird klar, dass das Langenwachstum eines langen
Knochens nur so lange moglich ist, solange eine Epiphysenfuge mit enthaltenden

Knorpelzellen vorhanden ist (mit Schluss der Epiphysenfuge endet das Wachstum).

Weiters kann man die indirekte oder chondrale Ossifikation in zwei Untergruppen teilen:

1. Die enchondrale Ossifikation

2. Die perichondrale Ossifikation

Unter enchondraler Ossifikation versteht man das Beginnen der Verknocherung im
Zentrum eines Knorpels, wie es in den Epiphysen, den proximalen und distalen Enden
langer Knochen, geschieht. Die so entstehenden Knochenkerne treten erst nach der
Geburt auf, auRer am distalen Femur und an der proximalen Tibia, womit diese zwei
Kerne als Reifezeichen bei Neugeborenen dienen.[25] Spater findet die enchondrale
Knochenbildung auch in der Physe (Wachstumsfuge) statt und ist fur das
Langenwachstum verantwortlich. Der Beginn der Verkndcherung wird hier dann als

sekundéres Ossifikationszentrum bezeichnet.
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Den perichondralen Typus findet man ab dem 3. Embryonalmonat an der Diaphyse, und
findet seinen Ausgangspunkt im Perichondrium, der bindegewebigen Hulle um Knorpel,
welches vergleichbar mit dem Periost des Knochens ist.[15] Auf diese Weise kommt es zu
einer Knochenmannschetten-Bildung und spater auch zum Dickenwachstum des

Knochens.

2.2.3. Regulation des Knochenwachstums

Die Regulation des Wachstums muss man auf zwei Aspekte aufteilen: die Regulatoren

des Dickenwachstums und die Regulatoren das Langenwachstums.

Die Regulation des Dickenwachstums ist noch realtiv ungeklart. Einerseits ist es klar, dass
es genetisch bedingt sein muss, denn eine Maus hat dinnere und kleinere Knochen als
ein Elefant. Allerdings ist es noch nicht gelungen, spezifische Gene zu deklarieren, die
hierfir verantwortlich sind. Ein Aspekt der offensichtlich eine Rolle spielt, ist mechanischer
Stress. So zeigten Goodship et al. 1979 [32] im Schweinemodell, dass bei Entfernen der
Ulna der Radius Uber periostale Knochenbildung rasch an Dicke zunimmt und die
Funktion der Ulna mit Gbernimmt. Dieser Vorgang, der Knochen bildet, wo es aufgrund
mechanischer und statischer Eigenschaften nétig wird, wurde als ,Mechanostat*
bezeichnet. Die enge Beziehung zwischen Knochenwachstum und Muskelwachstum
stellte die Vermutung auf, dass gemeinsame Gene die Grofe und Starke von Muskeln und

Knochen pradeterminieren. Diese Hypothese wurde als ,Sizostat” bezeichnet. [33]

Die Faktoren, die fur Langenwachstum und damit eigentlich jene, welche fir die
Steuerung der Epiphysenfugen verantwortlich sind, kann man in drei Gruppen einteilen,

welche selbstverstandlich interagieren mussen (siehe Abbildung 1): [27,33]

1.) systemische Regulatoren
2.) lokale Regulatoren

3.) mechanische Kréfte

Zu den systemischen Regulatoren gehdren das growth-hormon (GH),
Schilddriisenhormone, Sexualhormone (Ostrogene und Androgene), insulin-like growth
factor (IGF), Glukokortikoide sowie Vitamin D. Pranatal sieht man IGF-I und IGF-Il als die
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wichtigsten zwei Faktoren an, postnatal GH in Kombination mit IGF-I. GH an sich regt
direkt die Zellen der Reservezone zu Proliferation und Differenzierung an. Bei Kindern, die
unter einer Hypothyreose leiden, kommt es zu defekter Knochenbildung, wohingegen es
bei Hyperthyreose zu exzessivem Knochenwachstum kommt. Weiters fuhrt Thyroxin (T4)
mittels BMP2-Induktion auch zur Expression von Kollagen Typ X, was wiederum zur
Mineralisierung der Knorpelmatrix fiihrt. Ostrogene sind vor allem gegen Ende des
Wachstums fiir den Schluss der Epiphysenfuge entscheidend. Uber zwei chondrozytéar
gebundene Rezeptoren, Ostrogenrezeptor o und B, kommt es primar zum Sistieren der
Chondrozytenproliferation und sekundar zu verstarktem Einsprossen von Gefalien.
Androgene scheinen nur indirekt, durch ihr partielles Umwandeln in Ostrogene,
Knorpelgewebe zu beeinflussen. Vitamin D ist essentiell fir die Mineralisierung
neugebildeten Osteoids, beeinflusst nebenbei aber auch direkt Chondrozyten.
Glukokortikoide haben sowohl im ausgewachsenen als auch im sich entwickelnden
Knochen negativen Einfluss auf Wachstumsrate, Knochendichte und erhohen die
Apoptoserate der Chondrozyten in der Epiphysenfuge. Weiters kommt es zu
Osteoklastenstimulation, Osteoblastensuppression, Reduzierung des Muskeltonus sowie
Storung der Gefallinvasion in die Wachstumsfuge.[27]

Es gibt zahlreiche lokale Faktoren, die regulierend in das Langenwachstum eingreifen.
Hierzu zahlen Proteine, die den Zellzyklus beeinflussen wie Zykline, Zyklin-abhangige
Kinasen und Zyklin-abhangige Kinase Inhibitoren; Wachstumsfaktoren wie transforming
growth factor-p (TGF-B), fibroblast growth factor (FGF) und bone morphogenetic proteins
(BMPs); parathyroid hormone-related peptide (PTHrP); vertebrate hedgehog Familie
Mitglieder wie Indian hedgehog (lhh); angiogenetische Faktoren wie VEGEF;
antiangiogenetische Faktoren; matrix metalloproteinases (MMPs); Integrine, und viele
weitere. Integrine sind in der ganzen Wachstumsfuge vertreten und spielen vor allem bei
der Zell-Matrix-Beziehung eine wichtige Rolle. MMPs, besonders MMP-9, sind fir die
Degradierung der Extrazellularmatrix zustandig, und werden in hohen Konzentrationen in
der hypertrophen Zone gefunden. Die Chondrozytenregulation wird hauptsachlich durch
BMP, Ihh, FGF und PTHrP gesteuert. BMPs, welche in der Epiphysenfuge von
hypertrophen und prahypertrophen Chondrozyten produziert werden, induzieren in
prahypertrophen Chondrozyten die Synthese von |Ihh, was zu vermehrter Differenzierung
von Chondrozyten zu hypertrophen Chondrozyten fuhrt, und dadurch zur Langenzunahme
der Knorpelsaule. Somit sind BMPs direkte Antagonisten von FGF, welcher die
Chondroyztenproliferation und die Ihh-Synthese hemmt. PTHrP, welches in den

periartikularen Zellen gebildet wird, verzogert einerseits die Differenzierung der
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Chondrozyten und sorgt andererseits auch fur deren Proliferation. Somit sorgt es immer
fur einen vollen Proliferationspool in der Proliferationszone. PTHrP und |hh bilden
zusammen ein sich rickkoppelndes Regelwerk, die sogenannte ,PTHrP-Ihh-Loop®, welche
ein entscheidender Regler des Wachstums in der Fuge ist. Dieses ruckkoppelnde System
wird jedoch von auf’en durch BMPs und FGF beeinflusst. Sollte PTHrP unter ein gewisses
Level fallen, héren die Chondrozyten auf sich zu proliferieren und beginnen zu
hypertrophieren. Ihh wiederum wird nur von hypertrophen Chondrozyten gebildet und fuhrt
neben der Forderung der Proliferation der Chondrozyten auch zu einer Erhdhung der
Synthese von PTHrP. TGF-$ wird als inaktives Molekul von Chondrozyten synthetisiert,
erhoht wiederum die PTHrP-Synthese und ist somit auch fur die Hemmung der
Chondrozytendifferenzierung verantwortlich. VEGF ist, wie bereits erwahnt, fur das
Einwachsen von Blutgefallen und der damit beginnenden Verknécherung verantwortlich,
und wirkt Uber VEGF-Rezeptoren. [26,27,31]

Der letzte Faktor dieses komplexen Systems sind die mechanischen Kréfte, die auf den
sich entwickelnden Knochen einwirken. Bereits 1860 wurde mit dem Huter-Volkmann-
Gesetz die Einwirkung von physischen Spannungen auf die Epiphysenfuge postuliert. Es
wurde ein indirektes Verhaltnis von axialen Kraften auf den epiphysaren Knorpel zu
Wachstumsrate in der Epiphysenfuge festgestellt. Anders ausgedruckt: Eine Kraft, die
Uber das physiologische Mal} hinausgeht fuhrt zu Wachstumshemmung, eine Kraft im
physischen Bereich fihrt zu normalem Wachstum und axialer Zug fihrt zu einem
Uberschiel}enden Wachstum. [27,33] Duncan und Turner [34] untersuchten den Einfluss
der mechanischen Krafte auf die Zellen an sich und stellten fest, dass durch Zug
beziehungsweise Druck Zellen gestreckt beziehungsweise komprimiert werden und es
dabei zu FlUssigkeitsverschiebungen im Knochen kommt. Sie postulierten weiters, dass in
physiologischen Krafteverhaltnissen eine Balance zwischen Knochenresorption und
Knochenbildung vorhanden ist. Verminderte Spannungen wuirden die Resorption
bevorzugen, physiologisch erhdéhte Spannung die Bildung. Unphysiologisch erhohte
Spannung jedoch wirde zu verminderter Knochenqualitat fuhren. Henderson und Carter
[35] bezogen auch das umgebende Gewebe, wie Muskeln und deren Bander, und deren
Interaktion mit den Zellen in ihre Untersuchungen mit ein. So fuhren die Zellen an sich und
die Spannungen, welche durch das ebenfalls wachsende umgebenden Gewebe
verursacht werden, zu Knochendeformierungen, welche wiederum durch Anpassung der
Wachstumsrate in der Epiphysenfuge, und dem damit verbundenen Remodelling, zu
Knochenwachstum fuhren. [26,27,31]
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Abbildung I: Zusammenfassung der Regulatoren fiir das Knochenwachstum
[26,27,31,33,34]

( Regulatoren des Knochenwachstums )

systemische lokale mechanische
Regulatoren Regulatoren Krifte

growth hormon transforming growth
(GH) factor-b (TGF-b)
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Thyroxin (T4) proteins (BMPs)
Ostrogene parathyroid
— Androgene — hormone-related
peptide (PTHrP)
vascular endothelial
— Glucocorticoide —  growth factor
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Vitamin D Indian hedgehog

(Ihh)

2.3 Knochenheilung bei Frakturen

Der Knochenheilung stellt eine komplex ablaufende Interaktion von mesenchymalen
Stammzellen mit Immunsystem, hamatopoetischem System und Blutgefal3system voraus.
Das Bemerkenswerte an diesem Prozess ist, dass es im Gegensatz zu den meisten
anderen Heilungs- und Reparaturprozessen im Korper zu keiner Narbenbildung und somit
zu keiner Bildung von minderwertigem Gewebe, sondern es zu einer wirklichen Restitutio
ad integrum mit ursprunglicher Knochengeometrie und ursprunglichen biomechanischen
Eigenschaften kommt. Diese Tatsache wird dadurch erklarbar, dass der Heilungsprozess
eine Nachahmung der embryonalen Knochenentwicklung darstellt. Es ist jedoch zu
erwahnen, dass eine 100-prozentige Wiederherstellung der Strukturen nur im Kindesalter,

sprich in der Wachstumsphase des Knochens, maoglich ist. Bemerkenswert ist die
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Tatsache, dass Knochenheilung in einem groRen Teil der Vorgange die

Knochenentwicklung widerspiegelt.

2.3.1 Der Knochenheilungsprozess

Vorweg muss man feststellen, dass die meisten der folgenden Erkenntnisse aus
Rattenmodellen gewonnen wurden, zu welchem Zwecke man eigens Frakturmodelle bei
Ratten entwickelte. Jedoch wird davon ausgegangen, dass die dort ablaufenden Prozesse
auf den menschlichen Kdérper umzusetzen sind. Einhorn et al. [36,37] erarbeiteten zum
Beispiel das Modell einer standardisierten geschlossenen transversalen Femurfraktur bei
Ratten.

Entscheidend fur den Beginn von Knochenheilung sind vier Signalgeber, welche abhangig
von Frakturlokalisation, Frakturtyp und Behandlungsmethode in unterschiedlichem
Ausmal und Intensitat interagieren und stimulieren. Diese sind: das Knochenmark, die

Kortikalis, das Periost und das umgebende Bindegewebe [36,38]

Generell kann man zwischen zwei Arten von Knochenheilung differenzieren:

Die direkte/primére kortikale Knochenheilung, die dann stattfindet, wenn die beiden
Frakturenden erstens anatomisch korrekt, Kortikalis an Kortikalis, zweitens aneinander
gepresst und drittens starr Uber eine Osteosynthese verbunden werden. Nur unter diesen
drei Voraussetzungen kommt es durch Osteoklasten zur Bildung neuer Haver’scher
Kanale zwischen den beiden Bruchenden, wodurch es Blutgefallen ermdglicht wird
einzuwachsen, und mit ihnen kommen dann mesenchymale Stammzellen, die weiter zu
Osteoblasten differenzieren, welche neuen Knochen bilden. Dieser Mechanismus findet
jedoch nur sehr selten statt, da nur in den seltensten Fallen alle drei Voraussetzungen
erflllt werden.[36]

Die indirekte/sekundére Knochenheilung ist der sehr viel haufiger ablaufende Heilungstyp
des Knochens und wird deswegen auch genauer besprochen. Hier geschieht die
Knochenwiederherstellung Uber mehrere Pfade. Der wohl Wichtigste geht Uber das
Periost, dessen Prozesse Uber Mikrobewegungen stimuliert und durch starre Fixierung

gehemmt werden.[36] Weiters wird Uber intramembrandse Ossifikation, entspricht einer
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direkten Ossifikation ohne knorpeliger Vorstufe, Knochen gebildet. Fur die Kallusbildung
stellt das umgebende Bindegewebe einen wichtigen Faktor dar, welche durch Steigerung
der zellularen Aktivitat dessen Entwicklung fordert. Der Kallus stellt eine anfangs
knorpelig-bindegewebige, spater knécherne Hulle um den Frakturspalt dar. Ein weiterer
wichtiger Faktor ist das anfangliche Frakturhamatom, welches Entziindungszellen samt
dazugehdrigen Entziindungsfaktoren enthalt.[36,37]

Der genaue Ablauf der indirekten Knochenheilung wird je nach Autor in verschiedene
Phasen eingeteilt. So spricht Landry[39] von drei Phasen — Entziindung, Reparatur,
Remodelling — Gerstenfeld [40] geht von vier Phasen — Initiale Verletzung, enchondrale
Formation, primére Knochenbildung, sekundére Knochenbildung — wohingegen Einhorn
[36] am penibelste ist und von funf akuten Phasen und einer chronischen Phase ausgeht —
Initiale  Phase, Angiogenese/Knorpel-Phase, Verkalkungsphase des Knorpels,
Resorptionsphase des Knorpels, Knochenbildung und die chronische Phase des

Knochenremodellings.

Wie auch immer man die einzelnen Prozesse einteilt, die Ereignisse, welche stattfinden,

sind bei allen Autoren ident.

So kommt es initial unmittelbar posttraumatisch zu einem Frakturhamatom mit
begleitender inflammatorischer Reaktion, welche mittels der von den Entzindungszellen
aus dem Frakturhamatom sezernierten proinflammatorischen Zytokinen getriggert wird.
Makrophagen und Osteoklasten beginnen sofort mit dem Abbau des zerstérten Gewebes,
denn Heilung ist nur dann moglich, wenn alles nekrotische Gewebe entfernt worden ist.
[39] Wenige Stunden nach dem Trauma beginnt sich die Struktur des an die Fraktur
angrenzenden Knochenmarks zu verandern. Es entsteht eine Region niedriger und eine
Region hoher Zelldichte, wobei aus letzterer innerhalb von 24 Stunden Zellen mit
osteoblastarem Phanotyp hervorgehen und diese wiederum mit Knochenbildung
beginnen. [36] Auch das Periost an den beiden Frakturenden beginnt sofort zu reagieren
(periostale  Reaktion). Es kommt zur Aktivierung von Osteoprogenitorzellen
(Vorlauferzellen die aus der MSC stammen und unter dem Endost oder dem Periost
ruhen) und in Folge zu Osteoblastenproliferation mit Osteoidproduktion (intramembrandse
Knochenbildung). Weiters verdickt sich das Periost und das durch das Trauma
abgehobene Periost beginnt bereits wieder, sich an den Kkortikalen Knochen aulen

anzulegen. Gleichzeitig mit der Entwicklung des Knochens unter dem Periost beginnen
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auch schon BlutgefaRe aus den Regionen der periostalen Reaktion in den sich
entwickelnden Kallus einzuwachsen. Somit ist der erste Schritte zur Kallusbildung erfolgt.
Im weiteren Verlauf der ersten sieben bis zehn Tage kommt es zu einem Einwandern von
mesenchymalen Stammzellen in den Frakturspalt mit anschlieBender Differenzierung zu
Chondroblasten, wobei der Ursprung der MSC noch nicht ganz geklart ist. Man vermutet,
dass sie einerseits aus dem Markraum kommen, jedoch auch das umgebende
Bindegewebe und die schon langsam einsprossenden GefalRe sollen als Reservoir
dienen.[40] Somit kommt es zur Verknorpelung des Frakturspalts und der Kallus Iasst sich
nun in zwei Komponenten unterteilen: den harten Kallus, mit der intramembrandsen
Ossifikation am Periost und den weichen Kallus, in welchem die enchondrale Ossifikation
durch Chondroblastendifferenzierung begonnen hat.

Nach 14 Tagen beginnt nun der weiche Kallus langsam zu verknochern. Die
Chondrozyten beginnen wie bei der Knochenentwicklung zu hypertrophieren, geben
Matrixvesikel, welche geflllt mit Kalzium sind, an das extrazellulare Gewebe ab und
regulieren so die Kalzifizierung. Weiters geben sie Phosphatasen ab, welche Phosphat in
der extrazellularen Matrix fur die Prazipitation mit dem Kalzium bereitstellen und
Proteasen, welche die Kalzifikation inhibierenden Proteoglykane abbauen. Das Maximum
der Proteasenaktvititat liegt um den 14. Tag post Trauma. Sobald der knorpelige
Kallusanteil kalzifiziert ist (beim Menschen nach ca vier bis funf Wochen), kommt es zum
weiteren Einwachsen von BlutgefaRen und mit ihnen kommen perivaskular wieder
Osteoprogenitorzellen, die weiter zu Osteoblasten differenzieren und fur die Bildung von
primarem Knochen sorgen (primare Knochenbildung). Zeitgleich treten Chondroklasten in
Aktion, um fir die Osteoblasten Platz zu schaffen. Bemerkenswert ist auch die Tatsache,
dass die intramembrandse Ossifikation unter dem Periost mit dem Zeitpunkt aufhort, an
dem es zur Knorpelbildung fur die enchondrale Ossifikation kommt. Bis dahin wurde
jedoch schon eine nicht zu verachtende Menge an primarem Knochen am Rande des
Kallus gebildet. Sobald primare Knochenbriicken die beide Frakturenden verbinden und
der Kallus vollkommen aus primarem Knochen besteht, beginnen Osteoklasten
einzuwandern. Diese sind dann dafur verantwortlich, dass es zu einem Remodelling
(sekundare Knochenbildung) des primaren Knochens kommt und somit das ,,Endprodukt*

vollbelastbarer lamellarer Knochen entsteht. [36,37]
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2.3.2. Regulatoren der Knochenheilung

Da die Knochenheilung und die Knochenentwicklung, wie schon mehrfach erwahnt, sehr
vieles gemein haben, spielen auch ahnliche, teils gleiche Regulatoren eine Rolle. So
konnte man es sich ersparen erneut darauf einzugehen, allerdings ist es fur das
Verstandnis besser, auf die regulierenden Faktoren der Knochenheilung noch einmal

explizit einzugehen.

So kann man zwei grofl3e Ebenen unterscheiden:

1. die mechanische Ebene

2. die molekulare Ebene

Ein bedeutender Trigger fur die Knochenheilung sind mechanische Einflusse, sprich
Mikrobewegungen die auf die Fraktur und die Kallus- beziehungsweise Knochenbildung
einwirken. Selbst fir den nicht verletzten Knochen ist mechanische Belastung von grofer
Bedeutung, da er sonst an Stabilitat verliert. Experimentelle und klinische Studien in den
1980er Jahren [41,42] zeigten, dass schon kurze Perioden von mechanischer Stimulation
einen signifikanten Einfluss auf die Frakturheilung haben. Goodship et al.[43] zeigten,
dass zyklische Mikrobewegungen die Bildung von Kallus, und somit auch die Heilung des
Knochens, beschleunigen kénnen. Anhand eines Schafmodells mit frakturierter Tibia
zeigte er, dass eine zyklische Belastung von 40mm/sek (Uber 1mm mit 0,5Hz mit 200N fur
500 Zyklen taglich) eine Woche postoperativ, eine besserer Konsolidierung, hdhere
Knochendichte und gréRere postmortale Steifigkeit aufwies als die Vergleichsgruppen aus
dem Projekt mit 2mm/sek und 400mm/sek. Weiters konnte er einen signifikanten
Unterschied zwischen einer Gruppe mit der Belastung eine Woche postoperativ und eine
Gruppe sechs Wochen postoperativ zeigen. Jedoch kann eine zu grolde
Bewegungsbelastung oder auch eine zu hohe Kraft die Heilung verzdgern, oder gar soweit
storen, dass es zu einer hypertrophen Non-Union kommt.[44] Es konnte jedoch bis jetzt
noch kein idealer Zeitpunkt fur mechanische Stimulation festgelegt werden.[42] Aus
diesen Erkenntnissen heraus wird heutzutage in der Unfallchirurgie und Orthopadie eine
frGhfunktionelle Teilbelastung als heilungsforderlich angesehen, und hat somit auch

Einzug in den klinischen Alltag gehalten.
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Als zweites stellt die molekulare Ebene eine wichtige Steuereinheit dar, wobei diese von
Tsiridis et al.[45], auch von anderen Autoren sehr ahnlich[38,40], in drei Hauptgruppen

eingeteilt wird:

1.) proinflammatorische Zytokine
2.) Wachstums- und Differenzierungsfaktoren

3.) Metalloproteinasen (MMPs) und Angiogenesefaktoren

Die Gruppe der proinflammatorischen Zytokine ist nicht, wie es der Name es vermuten
lieRe, nur in der initialen Entziindungsphase von entscheidender Bedeutung, wo sie quasi
als Starter fur die Entzindungskaskade dienen [45], sondern auch im Zuge des
Remodelling des Knochens in den Resorptionsphasen. Resorptionsphasen finden wir, wie
im Rahmen der Knochenheilung bereits erwahnt, zwei: Die erste tritt im Rahmen der
enchondralen Ossifikation auf, wenn der kalzifizierte Knorpel fir den primaren Knochen
Platz machen muss. In dieser Phase sind M-CSF, RANKL und OPG erhoht, jedoch
klassische Entziundungsmediatoren wie IL-1a, IL-1 und IL-6 kaum. Diese drei findet man
direkt posttraumatisch in der anfanglichen Entzindungsphase erhoht. Ein weiterer
klassischer inflammatorischer Faktor, das TNF-o, beginnt am Ende dieser ersten
resorptiven Phase zu steigen, ist allerdings, wie von Zhou et al. [46] bewiesen, einer der
wichtigsten initialen Faktoren bei Wachstumsfugenverletzungen. TNF-a flhrt nicht nur zu
vermehrter Knochenresorption Uber Osteoklastenstimulation und zur Rekrutierung von
MSC, sondern potenziert auch die inflammatorische Wirkung des IL-1.[17,45] Die zweite
Resorptionsphase findet man im Rahmen der sekundaren Knochenbildung und zeigt ein
umgedrehtes Bild der regulierenden Faktoren im Vergleich zur ersten resorptiven Phase.
Hier sind IL-1a, IL-1B und IL-6 hochreguliert, M-CSF, RANKL und OPG jedoch herunter
reguliert. Dabei wird ersichtlich, dass verschiedene Prozesse zur enchondralen

Ossifikation und zur sekundaren Knochenbildung fihren.[38,40]

Die zur Gruppe der Wachstums- und Differenzierungsfaktoren zahlenden Faktoren greifen
als Steuerelemente in eine Vielzahl von Prozessen in der Knochenentwicklung und
Knochenheilung ein, wobei sicherlich noch nicht alle Vorgange bekannt sind. Man

unterteilt sie in folgende vier Untergruppen:

o TGF-p Superfamilie (transforming growth factor-f Superfamilie)
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e PDGF (platelet-derived growth factor)
e FGFs (fibroblast growth factors)

e |IGFs (insulin-like growth factors)

Die TGF-B Superfamilie wird wiederum in TGF-f’s selbst, GDF’'s (growth and
differentiation factors) und in die BMPs (bone morphogenetic proteins) unterteilt. Von TGF-
B existieren funf Isoformen, welche durch Thrombozyten, Osteoblasten und Chondrozyten
gebildet werden. Zu den Aufgaben der Isoformen zahlen unter anderem die Initialisierung
der Kallusbildung, Stimulierungs- und Differenzierungsférderung von MSCs, sowie die
fordernde Wirkung auf die Sekretion von Extrazellular-Proteinen. Als Hauptaufgabe wird
jedoch ihre Rolle wahrend der Chondrogenese und der enchondralen Knochenbildung
angesehen.[47] Es wird auch den verschiedenen Isoformen unterschiedliche
Bedeutsamkeit wahrend der Knochenheilung nachgesagt. So scheinen TGF-f2 und TGF-
B3 viel wichtiger zu sein als TGF-f1, welchem schon ein hohes basales Level in
ungebrochenen diaphysaren Knochen, und kein Anstieg bei Frakturen, nachgewiesen
werden konnte.

GDF stellt einen Gruppe von weniger gut untersuchten Faktoren, mit einer Vielzahl von
Isoformen, dar. Bekannt ist, dass GDF8 am ersten post-traumatischen Tag als ,early
response” hochreguliert ist. GDF5 gilt einerseits als Trigger fur die Kollagen-II-Bildung
wahrend der Knorpelbildungsphase von Frakturen[48], andererseits gilt er aber auch als
Initiator der Angiogenese und der damit beginnenden Degradierung von
Matrixproteinen.[45] Auch die weiteren Formen wie GDF1 und GDF10 werden mit der
intramembrandsen und der enchondralen Knochenentwicklung assoziiert, deren Aufgaben
wurden jedoch noch nicht genauer beschrieben.[40]

Von den BMPs, der letzten Gruppe aus der TGF-B-Superfamilie, existieren ebenfalls
etlichen Isoformen, welche allesamt von Osteoprogenitorzellen, MSCs, Osteoblasten und
Chondrozyten gebildet werden. Anhand der Amino-Azid-Gruppe der BMP-Molekule, kann
man sie in vier Subklassen unterteilen, welche jedoch hier nicht von grofer Relevanz sind.
BMPs setzen eine ganze Kaskade von Einzelaktionen, wie Chemotaxie, MSC Proliferation
und Differenzierung, Osteoprogenitorzellproliferation und Differenzierung, Angiogenese
und kontrollierte Synthese von Extrazellularmatrix, in Gang, welche fur die Chondro- und
Osteogenese von entscheidender Bedeutung sind. So kontrollieren BMP-2, -4 und -6
speziell die Proliferationsrate und Differenzierung der Chondrozyten und sie stimulieren
ebenfalls die Synthese von Kollagen. BMP-2 ist zusatzlich mit BMP-7 in die
Osteoblastendifferenzierung aus MSCs eingebunden und beide stimulieren ebenfalls die
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Mineralisation der Knochen Matrix.[40,45,49,50] Diese Erkenntnisse haben auch schon in
den  experimentell-klinischen  Alltag Einzug  gehalten und  werden bei
Frakturheilungskomplikationen, wie zum Beispiel Non-Union, bereits als osteoinduktive
Therapie erprobt.[61-54] Allerdings sollen sie auch in die Synthese und die Sekretion von
anderen Wachstumsfaktoren wie IGF (insulin-like growth factor) und VEGF (vascular-
endothelial growth factor) eingreifen. Die Wirkungen der BMPs werden Uber Bindung an
zwei verschiedene Typen von Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren getriggert, welche
wiederum die sogenannte ,SMAD interzellulare Signal-Kaskade“ in Gang setzen und so
die Transkription im Zellkern regulieren .[45] Cheng et al. ordneten die BMPs hierachisch
nach ihrer Heilungspotenz. So sprachen sie BMP-2, BMP-6 und BMP-9 die grofte
heilungsfordernde Wirkung zu.[49]

Die nachste Untergruppe stellt der PDGF dar, welche von Thrombozyten, Monozyten,
Makrophagen, Endothelzellen und Osteoblasten sezerniert wird, und Gber die Bindung an
einen Rezeptor mit Tyrosin Kinase Aktivitat wirkt. Seine Affinitat zum Rezeptor kann
jedoch uber IL-1, TNF-o und TGF-B1 verandert werden. Sein Aufgabenfeld liegt
insbesondere in der Fruhphase der Heilung, namlich in der chemotaktischen Stimulierung
von Entzindungszellen, und daruber hinaus ist er einer der wichtigsten Stimuli fur die

Migration und Proliferation von MSCs und Osteoblasten.[45]

FGFs bilden eine weitere Untergruppe. Diese Familie von Faktoren umfasst 23 Mitglieder
und wirkt ebenfalls Uber die Bindung an Tyrosin-Kinase-Rezeptoren. lhre Synthese wird
wahrend eines Knochenheilungsprozesses von Monozyten, Makrophagen, Osteoblasten,
Chondrozyten und Mesenchymzellen Ubernommen, und dienen hier hauptsachlich der
Proliferation von Chondrozyten und Osteoblasten. Allerdings dienen sie einerseits auch
den Fibroblasten und Myozyten als Proliferations- und Differenzierungsfaktoren bei der
Wundheilung, andererseits stimulieren sie auch die Angiogenese. lhre Prasenz wahrend

Frakturheilungsprozessen konnte speziell in der Friuhphase nachgewiesen werden.[45]

Die letzte groRe Untergruppe stellen die IGFs dar. Von diesen Faktoren sind uns zwei
bekannt: IGF-I, welches auch als somatomedinC bekannt ist, und IGF-II, welches auch als
skeletal growth factor bezeichnet wird. Gebildet werden diese zwei Faktoren von
Endothelzellen, Osteoblasten und Chondrozyten. lhre Wirkung entfalten sie durch Bindung
an die IGFBPs (IGF-binding proteins), wobei IGF-I potenter ist und bei der

Knochenmatrixbildung beteiligt ist, und IGF-Il in der Spatphase der enchondralen
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Knochenbildung bei der Bildung von Knorpelmatrix mitwirkt. Jedoch sind hier viele Fragen

noch nicht eindeutig geklart und missen erst erforscht werden.[45]

MMPs (Metalloproteinasen) und Angiogenesefaktoren sind die dritte und letzte
Hauptgruppe der molekularen Ebene. Eine optimale Versorgung mit Blut stellt eine der
Grundvoraussetzungen fur eine rasche und hochwertige Frakturheilung dar. Aus diesem
Grund muss durch Bildung neuer Blutgefale ein guter Blutfluss in der Frakturzone
gewahrleistet sein. Hierzu werden am Ende der enchondralen Knochenbildung und der
Remodellingphase mit Hilfe der MMPs Knorpel und Knochen abgebaut, um BlutgefalRen
Platz zum Einwachsen zu schaffen.[45] Man darf auch nicht auRer Acht lassen, dass die
eigentliche Verknocherung erst durch das Einwachsen der Blutgefalle und den damit
immigrierenden MSCs zustande kommt. Dieser Vorgang wird Uber bis jetzt zwei bekannte
Wege gesteuert: der vascular-endothelial growth factor (VEGF)-abhangige Pfad mit seinen
VEGF Rezeptoren 1 und 2; und der Angiopoietin-abhangige Pfad mit seinen Tie-
Rezeptoren. Der erste Pfad scheint vor allem bei der Neo-Angiogenese eine wichtige
Rolle zu spielen, wohingegen der Zweite durch Blockierung der Apoptose von
Endothelzellen sowie deren Stabilisierung und Proliferation fir die Bildung groRerer
Gefalle verantwortlich gemacht wird.[38,45] Die VEGF Familie hat funf Hauptgruppen
(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E) mit zumeist mehreren Mitgliedern,
wobei in der Forschung hauptsachlich VEGF-A untersucht ist, und somit nur seine
Wirkung ausreichend bekannt ist. Aus diesem Grund wird meist nur von VEGF
gesprochen, obwohl es jedoch genauer VEGF-A heilRen misste.[55] Uber die Regulierung
von VEGEF ist man sich noch nicht im Klaren. Man weil} jedoch, dass zahlreiche Zytokine,
wie IL-1 und IL-6, und Wachstumsfaktoren, wie IGF-1 und TGF-B, eindeutig in den
Regelkreis involviert sind, allerdings wird HIF-1a (hypoxic inducible factor 1a) als einer der
Schlisselregulatoren angesehen. [56] HIF-1a, welches unter hypoxischen Zustanden von
Endothelzellen produziert wird, reguliert die Synthese fur VEGF, aber auch fur BMP-2,
hoch.[57] Zelzer et al.[56] zeigten einen weiteren entscheidenden Faktor fur die VEGF
Regulierung auf, namlich Runx2/Cbfa1, welches sowohl von Chondrozyten, als auch von
Osteoblasten synthetisiert wird. Laut neuesten Erkenntnissen findet man VEGF,
zusammen mit BMPs, in Matrixvesikeln, welche bekanntlich die Mineralisierung der

Knorpelmatrix bei enchondralen Wachstums- und Heilungsprozessen veranlassen. [58]
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Ein weiterer wichtiger Faktor, der aber nicht in die drei oben angeflihrten Hauptgruppen
eingeteilt werden kann, ist Ihh (Indian hedgehog), welcher bereits im Zuge der
Knochenentwicklung angesprochen wurde, und auf seine dortige Aufgaben in der
Chondrozytendifferenzierung hingewiesen wurde. Untersuchungen wahrend der
Knochenheilung ergaben, dass er im Zuge der Knochenheilung die gleichen Aufgaben
(Uber Synthese von PTHrP die Hemmung der terminalen Chondrozytendifferenzierung)

erfullt. Weiters konnte man sehen, dass TGF-f die Synthese von |hh stimuliert. [59]

Ebenfalls wichtig zu erwahnen, insbesondere im Rahmen dieses Projekts, ist der der
hypoxia inducible factor 1o (HIF-1a), welcher schon im Zusammenhang mit VEGF kurz
angesprochen wurde. Dieser Faktor, welcher im Rahmen einer hypoxischen
Mikroumgebung ausgeschuttet wird, soll Uber die Aktivierung von Sox9 zur
Chondrogenese beitragen. Emans et al. [30] stellten fest, dass HIF1-a vor allem in der
chondrogenen Phase der periostalen Kallusbildung ausgeschuttet wird, was den Schluss
zulasst, dass dies periostale Reaktion zumindest zeitweilig unter hypoxischen

Bedingungen stattfindet.
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Abbildung J: Expression der wichtigsten regulatorischen Faktoren
modifiziert nach Gerstenfeld et al. 2003[40]
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2.3.3. Reparaturvorgange von Epiphysenfugenlasionen

Im Gegensatz zu einem ,einfachen® Knochenbruch, bei dem uber den Heilungsprozess
die Struktur des Knochens beinahe zu 100% wieder hergestellt wird, ist dies bei Lasionen
der Wachstumsfuge nicht ganz so einfach. Das Heilungspotential des knorpeligen

Gewebes in der Wachstumsfuge ist nur begrenzt und so kommt es haufig zu
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Knochenbrickenbildungen, welche bei genligendem Ausmald pathologische Formen

annehmen konnen und somit in Wachstumsstorungen resultieren.

Xian et al.[60] beschriecben den Ablauf der Knochenbrickenbildung bei

Epiphysenfugenlasionen als ein Geschehen in vier Phasen (siehe Abbildung K):

1.) Phase der entziindlichen Antwort
2.) Phase der bindegewebigen Antwort
3.) Phase der osteogenetischen Antwort

4.) Phase des Knochenbriickenremodellings

Weiters zeigten sie auf, dass jene Knochenbricken von epiphysar nach metaphysar
einwachsen und sich die Osteoblasten direkt aus den MSCs entwickeln, und somit eine
intramembrandse Knochenbildung stattfindet. Uber die Herkunft der MSCs ist man sich
noch nicht vollig im Klaren. So sprechen Xian et al. [60] von MSCs welche aus dem
Knochenmark kommen, wohingegen andere Autoren von MSCs aus dem umgebenden
Gewebe sprechen.[61] Die Knochenbricken kénnen dann im weiteren Verlauf remodellt
beziehungsweise aufgrund des weiteren Wachstums wieder gesprengt werden oder zu
den schon angeflihrten hemmenden Wachstumsstérungen fihren. Es ist jedoch noch
nicht klar, wann und warum es zu dieser Knochenbruckenbildung kommt. Allerdings weil}
man, dass auch die molekularen Mechanismen, die bei jeder normalen Knochenheilung
mitspielen, involviert sind.

So sind in der anfanglichen Phase der entziindlichen Antwort (Tag eins bis drei) die
Regulatoren BMP-3, -4, TNF-a, IL-1B, IGF-I und TGF-B hochreguliert. Die BMPs werden
fur die Chemotaxie von Entzindungszellen verantwortlich gemacht, die dann die soeben
erwahnten Entzindungsmediatoren weiter synthetisieren. Wie wir bereits wissen, sind
BMPs die wichtigsten osteogenetischen Faktoren. BMP-4 flhrt UGberdies noch zu einer
erhdhten Synthese von VEGF, wodurch dann das Einsprossen von Gefalken veranlasst
wird. MSCs wandern in der Folge mit den Gefallen mit ein, wobei auch eine direkte
Stimulierung der MSCs durch BMP-4 diskutiert wird. [46,62]

In der anschlielRenden bindegewebigen Phase (Tag drei bis sieben) kommt es zur
Infiltration und Proliferation von bindegewebigen MSCs, die mit einer gleichzeitigen
Erhdhung von FGF-2 und PDGF-B, welche bei der normalen Knochenheilung die

Differenzierung der MSCs zu Osteoblasten fordern, einhergeht. Bei der
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Wachstumsfugenheilung scheinen die beiden fur MSCs chemotaktisch, sowie fur deren
Differenzierung in Osteoprogenitorzellen, sehr wichtig zu sein.[46,62]

Ab dem 7. Tag beginnt dann langsam die Knochenzelldifferenzierung (Phase der
osteogenetischen Antwort), wobei man BMP-2, -3, -4 und -7 in erhdhten Werten vorfand,
womit wieder ihre Aufgabe bei der Knochenentstehung untermauert wird. Allerdings
scheint BMP-7 auch beim spateren Knochenremodelling eine wichtige Rolle zu spielen,
indem es die Osteoklastendifferenzierung und -proliferation fordert. [63] Die Trabekel
nehmen im weiteren Verlauf an Zahl und GroRe =zu. Bei der endgultigen
Knochenbrickenbildung sind dann hochregulierte Werte fur IGF-I gefunden worden, womit
dies eines der wichtigsten Regulatormolekule zu sein scheint.

In der letzten Phase der Phase des Knochenbriickenremodellings fand man dann TGF-31
hochreguliert, welches die Osteoblastenbildung und Matrixsynthese fordert. TNF-a hat in
dieser Phase seinen zweiten Peak nachdem es schon einen in der Entzindungsphase
hatte. [46]

Abbildung K: Phasen der Heilung bei Epiphysenfugenlasionen

( initiale Verletzung )

( Phase der entziindlichen Antwort

( Phase der bindegtwebigen Antwort
l

( Phase der osteogenetischen Antwort

( Knochenbrucken‘:('emodelling Phase
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2.4. Quantitative Real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Die gqRT-PCR, oder auf Deutsch die ,quantitative Echtzeit Polymerase Ketten Reaktion®,
stellt eine Weiterentwicklung der herkdmmlichen Polymerase Ketten Reaktion (PCR) dar,
mit welcher eine gleichzeitige Durchfihrung von Amplifikation und Quantifizierung von
Nukleinsauren maoglich ist. Heutzutage werden automatisierte Thermocycler verwendet,
wohingegen man fruher handisch die noétigen Zusatze zugeben musste und dann die

Proben manuell in drei verschieden temperierte Wasserbehalter geben musste.

Das Prinzip der Amplifikation bei der qRT-PCR entspricht einer herkdbmmlichen PCR,

welche in Zyklen ablauft, wobei jeder Zyklus aus drei gleichen Schritten aufgebaut ist:

1. Denaturierung der DNS
2. Primerhybridisierung

3. Polymerisation

Anfanglich  wird eine geringe Menge der zu vervielfaligenden  DNS
(Desoxyribonukleinsaure) oder RNS (Ribonukleinsaure) (hier muss diese jedoch erst mit
Hilfe von reversen Transkriptasen in DNS umgewandelt werden (RT-PCR)) bei 92-98°C
fur 5-10 Minuten denaturiert, sprich gespalten, sodass zwei Einzelstrange vorliegen.
Danach kommt es im zweiten Schritt zu Anlagerung von zwei Primern, welche fir jedes
gewunschte Genprodukt spezifisch sind und idealerweise gewisse Grundeigenschaften
haben sollten (siehe Tabelle A). Das Anlagern funktioniert dann bei einer fir den Primer
spezifischen Temperatur, wozu die Reagenz abgeklihlt werden muss, da die
erforderlichen Temperaturen unter 92-98° Celsius liegen. Die Primer an sich stellen die
Ausgangspunkte fur den erwunschten neusynthetisierten kompatiblen DNS-Strang dar.
Nach der erfolgreichen Anlagerung des Primers wird die Temperatur der Reagenz wieder
auf 72°C erhoht, welches die optimale Arbeitstemperatur der zuvor beigegebenen Tag-
DNS-Polymerase darstellt und es entsteht wieder eine doppelstrangige DNS, womit der
erste Zyklus abgeschlossen ist. Als Substrat flr die Tag-DNS-Polymerase missen auch
Monophosphatnukleotide hinzugegeben werden, damit die Polymerase die notigen
Bausteine zum Anlagern hat. Idealerweise bleiben nur die neu entstandenen Abschnitte
Uber, was auf Grund ihrer Kirrze die Dauer der Denaturierung verkurzt. Im Normalfall sind
30 bis 35 Zyklen nétig, um genugend Material flr einen Nachweis zu haben. Im ersten

Zyklus werden noch zu lange Sequenzen hergestellt, aber bereits ab dem zweiten Zyklus
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hat man den gewunschten Abschnitt produziert. Die gewlnschten kurzen Abschnitte
synthetisieren sich im weiteren Verlauf exponentiell, wohingegen sich die zu langen
Stucke nur linear vermehren.[64] Rechnerisch kann man die Anzahl der Produkte die man

so erhalt mit folgenden Gleichungen berechnen:

N=Ng-2"

Wobei N die Anzahl der amplifizierten Molekule darstellt, Ny die Ausgangsanzahl und n die
Anzahl der Zyklen. Dies gilt allerdings nur fur den idealisierten Fall, dass sich die Anzahl
der amplifizierten Molekile pro Zyklus verdoppelt.

Daher geht man in der Praxis von folgender Gleichung aus:

N =Np- (1+E)" E e [0,1]

Der Korrekturfaktor E, welcher immer einen Wert zwischen 0 und 1 besitzt, ist die Effizienz
mit der die Reaktion ablauft. Man muss bedenken, dass im Laufe der Zyklen es zu nicht
beabsichtigten Hybridisierungen kommt, die Enzyme und Nukleotide langsam verbraucht
werden und dass sie durch die Hitze auch zerstort werden. Unter optimalen Bedingungen

kommt man so auf Effizienzwerte zwischen 0,8 und 0,9.

Tabelle A: Anforderungen an einen optimalen Primer [64]

1.) Mindestlange von 17 Nukleotiden (Optimum: 17-28nt)

2.) ausgeglichener Gehalt an Guanin/Cytosin und Adenosin/Thymin-Paarungen

3.) Schmelzpunkt zwischen 55 und 80°C

4.) moglichst gleicher Schmelzpunkt fur beide Primer

5.) keine Haarnadelstruktur

6.) keine Dimer-Bildung mit sich selbst und dem zweiten Primer

7.) keine Guanin/Cytosin-Nukleotide am 3'-Ende

8.) kaum ungewohnliche Basenabschnitte wie Poly-A oder lange Guanin/Cytosin-
Abschnitte
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Die Quantifizierung der Probe geschient wahrend der Amplifikation (daher die
Zusatzbezeichnung ,Real-time®) und wird Uber eine Fluoreszenz-Methode bewerkstelligt,
bei der mittels Intensitdt der gemessenen Fluoreszenz auf die Quantitdt der Probe
ruckgeschlossen werden kann. Erschwert wird das ganze durch die Tatsache, dass es
sich bei der PCR, wie bereits erlautert, um ein exponentielles Geschehen handelt, wo
kleinste Stérungen schon zu drastischen Anderungen der Produktmenge fiihren. Da die
exponentielle Funktion gegen Ende der Amplifikation in einer immer flacheren Kurve bis
hin zu einem Plateau verlauft verandern sich damit auch die E-Werte der vorherigen
Berechnungen, was die Schwierigkeit von genauen Quantifizierungen verdeutlicht.

Als Fluoreszenz-Methode kann man Fluoreszenzfarbstoffe verwenden, FRET (fluoreszenz
resonance energy transfer)-Sonden oder Weiterentwicklung zu vor genannter Sonden wie
Light-Cycler® Sonden.[64,65]

Prinzipiell kann man bei den Quantifizierungsmethoden eine ,absolute Quantifizierung*
von eine relativen Quantifizierung“ unterscheiden. Bei ersteren wird anhand von
gegebenen Kalibrierungskurven, welche auf Verdunnungsreihen basieren, eine
Quantifizierung durchgefuhrt, was aber zu fragwurdigen Ergebnissen fuhrt und daher nicht
sehr oft angewandt wird. Bei der viel haufiger verwendeten relativen Quantifizierung
bezieht man sich bei den Berechnungen auf ein sogenanntes ,Housekeeping Gen“ (HKG)
oder einen HKG-Index, der sich aus mehreren HKGs zusammensetzt. Dabei werden nicht
die absoluten Startkopienanzahl oder -konzentrationen bestimmt, sondern die Expression
des zu untersuchenden Gens wird auf ein zweites, ubiquitar und homogen exprimiertes
Gen bezogen. Dies wird auch als Normalisierung des Expressionsergebnisses bezeichnet.
Die haufigsten HKG stellen jene flr Ubiquitin, ribosomale Untereinheiten, Histon
Untereinheiten, GAPDH (Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase), und B-Aktin dar.
Golden Standard bei den Mengenangaben ist heutzutage nicht mehr die DNS-
Produktmenge oder eine Produktkonzentration, sondern die Quantifizierung wird mittels
sogenannter Ct (= Cycle treshhold)- oder CP (= Crossing Point)-Werte angegeben. Beide
Werte geben an, wieviele PCR-Zyklen notwendig sind, um ein konstant definiertes
Fluoreszenzniveau zu erhalten. Die Berechnung des Expressionsunterschiedes (Ratio)
kann Uber die sog. AACP-Methode (delta-delta-CP-Methode) oder Uber genauere
Effizienz korrigierte Modelle erfolgen. Dabei wird im ersten Schritt fir jede untersuchte
Probe der CP-Wert des Referenzgens vom CP-Wert des zu untersuchenden Gens
subtrahiert (ACP = CP Zielgen — CP Referenzgen). Nach dieser Normierung wird vom
ACP-Wert der experimentell behandelten Proben der ACP-Wert einer Kontrolle abgezogen

(ACP); man kommt zum sog. ,delta-delta-CT“-Berechnungsmodell. Der relative
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Expressionsunterschied zwischen einem Experimentalwert und einem Kontrollwert (Ratio),
normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe, ergibt sich aus der
arithmetischen Formel ,2—AACP*.[65]

ACP = CPZielgen—CPReferenzgen
AACP = ACPBehandlung—ACPKontrolle
Ratio = 2-AACP

Damit die qRT-PCR als Aussagemedium uber Konzentrationsunterschiede aus mehreren
Proben dienen kann, werden mittels Berechnungssoftware (REST = Relative Expression

Software Tool) die Expressionsunterschiede aufgearbeitet und statistisch ausgewertet.[65]

2.5. Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie, oder auch Kernspintomographie genannt, gehort zu
den rontgenstrahlenfreien bildgebenden Verfahren in der Radiologie. Den physikalischen
Grundstein dieser Untersuchungsmethode stellt der Kernspin dar, welche den
Gesamtdrehimpuls eines Atomkerns wiedergibt. Der Gesamtdrehimpuls ergibt sich aus
dem Eigendrehimpuls von Protonen und Neutronen, und fihrt zu magnetischen
Eigenschaften eines Atomkerns. Durch das Anlegen zweier normalaufeinander stehender
Magnetfelder werden die Atomkerne in eine Art Kreiselbewegung (Prazessionsbewegung)
gebracht, wodurch eine Resonanzfrequenz des Atomkerns entsteht. Beim Ausschalten
eines Magnetfeldes gehen die Atomkerne wieder in ihre Ausgangslage zurtick und geben
dabei spezifische Radiofrequenzwellen ab, welche dann eingefangen werden und Uber ein
Computersystem in Bilddaten umgewandelt werden konnen.

Man kann so T1-gewichtete (Langsrelaxation) Bilder erhalten, bei welchen Fett und
fetthaltige Strukturen hyperintens (heller) dargestellt werden, was sich vor allem fur die
anatomischen Darstellung von Organstrukturen gut eignet. Bei T2-gewichteten Bildern
erscheinen stationare Flussigkeiten hyperintens, was vor allem flr die Darstellung von
Odemen und Ergussformationen von Vorteil ist. Um noch hdhere Kontraste bei den
Abbildungen zu erreichen, kann man Kontrastmittel injizieren, mit deren Hilfe auch
dynamische Aussagen moglich werden (dynamic contrast enhanced MRI = DCE-MRI =
DCE-MRT). Hierbei wird mit Hilfe eines Gadolinium-haltigen Kontrastmittels eine Zeit-

Intensitats-Kurve erstellt, mit welcher man Aussagen Uber die Kontrastmittelintensitat zu
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einem bestimmten Zeitpunkt, in einem zuvor bestimmten Ausschnitt (region of interest =
ROI), treffen kann. Aus diesen Kurven kann man dann Informationen Uber das Anfluten
(up slope), Zeit und Intensitat fur den maximal Wert (peak), sowie das Auswaschen des
Kontrastmittels (down slope) erhalten. Anschliefend mussen all diese Werte noch
quantifiziert werden, wobei man auf Intensitat, Steilheit des Anstiegs zum Maximum und
die Zeit fir An- und Abfluten des Kontrastmittels achtet, und so eine Kontrastmittel-
Aufnahme-Kurve erhalt. [66] Aus den Daten der DCE-MRT kann man auch noch einen

Transferkoeffizient (K"

) errechnen, welcher als Mal} fur die endotheliale Permeabilitat
dient. Da dieser Faktor allerdings neben der Permeabilitat auch von der GefalRoberflache
und dem Blutfluss abhangt, kann er auch als indirekter Messwert flr die physiologische

Durchblutung dienen. [67]

Diese sehr vereinfachte Darstellung soll nur einen kurzen Einblick schaffen, denn eine
ausfuhrliche Erklarung ist hier nicht von Relevanz, und wirde auch den Rahmen dieser

Dissertation bei weitem sprengen.
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3. Material und Methode

3.1. Material

3.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 75 mannliche Sprague Dawley Ratten verwendet, welche vom
Institut fir Labortierkunde (Himberg, Osterreich) im Alter von finf Wochen (100-120g
Koérpergewicht) bezogen wurden. Die Fuatterung erfolgt ad libitum mit Pellets der Firma
(Sniff®). Als Flussigkeit erhielten die Tiere reines herkdbmmliches Trinkwasser. Nach der
Anlieferung hatten die Ratten eine Ruhephase von 1 Woche in den Tierstallen des Institut
fur biomedizinische Forschung (IBF) an der Medizinischen Universitat Graz (MUG),
Hahnhof 48, 8036 Graz, bevor sie im Operationsraum des IBF behandelt wurden. Die

Tiere wurden per Zufall in 8 Gruppen aufgeteilt (siehe Tabelle B).

Tabelle B: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Anzahl der Ratten Prozedere Lebensdauer
Gruppe 1 * 10 gRT-PCR 0d
Gruppe 2 10 gRT-PCR 1d
Gruppe 3 10 gRT-PCR 3d
Gruppe 4 10 gRT-PCR 7d
Gruppe 5 10 gRT-PCR 14 d
Gruppe 6 10 gRT-PCR 28 d
Gruppe 7 10 gRT-PCR 84d
Gruppe MRT 5 MRT 84d

*Kontrollgruppe ohne Lasion
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3.1.2. Medikamente

Alle verwendeten Medikamente sind in der unten angefuhrten Tabelle C ersichtlich.

Tabelle C: Medikamentenliste

Wirkstoff Handelsname Hersteller

Fentanyl Fentanyl® Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Midazolam Midazolam Delta® Deltaselect GmbH, Dreieich,

Deutschland

Medetomedin | Domitor® Pfizer Corp. Austria GmbH, Wien
Naloxon Narcanti® Torrex Chiesi Pharma GmbH, Wien
Flumazenil Anexate® Roche Austria GmbH, Wien
Atipamazol Antisedan® Pfizer Corp. Austria GmbH, Wien
NaCl 0.9% NaCl-Fresenius® Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz
Caprofen Rimadyl® Pfizer Corp. Austria GmbH, Wien
Metamizol Novalgin Tropfen® Sanofi-Aventis GmbH, Wien

Polyvidon-Jod

Betaisodona® Losung

Mundipharma Ges.m.b.H, Wien

Thiopental- Thiopental Sandoz® Sandoz GmbH, Kundl, Osterreich
Natrium
Isofluran Furane® Abbot Laboratories Ltd., Kent,

England

3.1.3. Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)

Zur Auswertung der Daten wurde das qRT-PCR Gerat ,ABI 7900 Sequence Detection
System®" der Firma Applied Biosystems verwendet (siehe Abbildung L).



Abbildung L: ABI 7900 Sequence Detection System®

Die verwendeten Primer sind sogenannte ,Assays on Demand® der Firma Applied

Biosystems (TagMan® Gene Expression Assays) (siehe

Tabelle D: Verwendete Primer der qRT-PCR

Gen Name Assay ID

Beta-Actin Rn00667869_m1
GAPDH Rn99999916_s1

Bmp2 Rn00567818_m1
CD31 Rn01467262_m1
Hif1a Rn00577560_m1
VEGFR1 Rn00570815_m1
VEGFR2 Rn00564986_m1
VEGF Rn00582935_m1




3.1.4. Magnetresonanz-Tomograph (MRT) [68]

Die magnetresonanztomographische Untersuchungen wurden mit dem 3-Tesla-MRT
MAGNETOM Trio® der Firma Siemens durchgefihrt, welches im klinischen Einsatz auf
der Universitatsklinik fur Radiologie der MUG steht. Zusatzlich wurde, um eine bessere
Auflésung zu erzielen, eine eigens dafur gebaute 18mm Oberflachen-Spule verwendet.

Als Kontrastmittel wurde Gadovist® (Schering AG) verwendet, ein Kontrastmittel vom Typ

Gd-DTPA (Gadolinium-diethylentriamine penta-acetatic acid).

Abbildung M: Siemens Magnetom Trio

(Bild von www.medical.siemens.com)

///\~
| =

3.1.5. Laborbedarf und Infrastruktur

Die fur die Durchfihrung meiner Dissertation notwendige weitere Infrastruktur samt aller
Apparaturen (Tier-OP, Tierhaltung, Inkubatoren, Kihl- bzw. Gefrierschranke) sind
Bestandteile des IBF der MUG, sowie Infrastruktur des Zentrum fir medizinische

Forschung (ZMF) der MUG.
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3.2. Methode

3.2.1. Operative Versorgung der Ratte bei der Fugenlasion

3.2.1.1. Narkose

Die Narkose wurde mittels Isofluran-Inhalation mit Furane 2% ® (Abbot Laboratories Ltd.,
Kent, England) bei einem Sauerstoff Flow von 2I/min in einer speziellen Plexiglasbox
eingeleitet. Danach wurde mittels subkutaner Injektion von 0.1ml/100g KG FDD-
Narkoselosung (siehe Tabelle E) die Narkose fortgefuhrt, welche sich so rasch
antagonisieren lie®, was wiederum eine aulerst schonende Behandlung der

Versuchstiere ermdglichte.

Tabelle E: Herstellung der FDD-Narkoselosung

Wirkstoff Handelsname Hersteller Menge pro
Ansatz

Fentanyl Fentanyl® Janssen-Cilag GmbH, Neuss, | 100ug
Deutschland

Midazolam Midazolam Deltaselect GmbH, Dreieich, | 2.0mg

Delta® Deutschland

Medetomedin | Domitor® Pfizer Corp. Austria GmbH, 1.0mg

Wien

3.2.1.2. Setzen der Lasion

Als erstes wurde in Narkose das Operationsfeld am linken hinteren Bein der Ratte mittels
Veet®-Enthaarungscreme (Reckitt Benckiser Austria GmbH, Wien) entfernt (A), um das
Einwachsen oder Eindringen von Haaren ins Operationsgebiet zu verhindern. Danach
erfolgte das sterile Waschen mit Betaisodona®-L6sung (B) und das Eréffnen der Haut mit
einem ca 1,5 cm grof3en Schnitt Gber dem frontalen Aspekt des distalen Femurs auf Hohe

das Kniegelenkes mittels Skalpell. Durch schichtweises, stumpfes Praparieren mit der
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Schere wurde die Region Uber dem Kniegelenk freigelegt (C). Mittels elektrischem
Handbohrer wurde transartrikular in axialer Richtung ein transepiphysares Loch in die linke
Tibia gebohrt. Es wurde ein Bohrer mit einem Durchmesser von 1,2 mm verwendet und
als Bestatigung fur die transepiphysare Bohrung, mussten ein Widerstandsverlust,
verursacht durch das Eintreten in die Markhdhle der Tibia, und das Austreten von
Knochenmark bemerkbar sein (D-F). Anschlieiend wurde abermals mit Betaisodona®-
Losung desinfiziert und der Hautverschluss wurde mittels Vicryl® 5-0 Nahtmaterial in
Einzelknopftechnik durchgeflihrt (G).
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Abbildung N: Darstellung des Operationsablaufs
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3.2.1.3. postoperative Versorgung

Gleich nach dem Verschluss der Haut wurde den Ratten ein Narkose-Antidot (siehe
Tabelle F) intraperitoneal gespritzt, so wie eine subkutane Injektion Caprofen (Rimadyl®,
Pfizer Corp. Austria GmbH, Wien; 1ml Rimadyl® verdunnt mit 49ml NaCl 0.9%, davon
0.4ml/100g KG) zur Analgesie verabreicht. Danach wurden die Ratten bis zum Aufwachen
auf eine Heizplatte (eingestellt auf 38°Celsius) gelegt.

Die weitere Schmerztherapie in der ersten Woche erfolgte taglich mit weiteren subkutanen
Injektionen von Caprofen in der gleichen Dosierung wie intraoperativ.

In der zweiten Woche wurden dann dem Trinkwasser 250mg Metamizol (Novalgin
Tropfen®, Sanofi-Aventis GmbH, Wien) pro 100ml Wasser beigemengt und die Injektionen
wurden gestoppt.

Ab der dritten Woche war keine Schmerztherapie mehr natig.

Tabelle F: Antidot fiir FDD Narkose

Wirkstoff Handelsname Firma Menge pro
Ansatz
Naloxon Narcanti® Torrex Chiesi Pharma GmbH, 1.2mg
Wien
Flumazenil | Anexate® Roche Austria GmbH, Wien 0.5mg
Atipamazol | Antisedan® Pfizer Corp. Austria GmbH, Wien | 2.5mg
NaCl 0.9% | NaCl- Fresenius Kabi Austria GmbH, 1.5ml
Fresenius® Graz

3.2.2. Euthanasie und Probengewinnung

Abhangig von der Gruppe wurden die Ratten an den Tagen 0 (ohne Lasion), 1, 3, 7 14, 28
und 84 euthanasiert.

Zur Euthanasie wurden die Ratten wieder in den Tier-OP gebracht. Die Tétung der Tiere
erfolgte nach Verabreichung einer Inhalationsnarkose mit Furane® durch eine
intracardiale Injektion einer Uberdosis von 50mg Thiopental-Natrium (Thiopental
Sandoz®, Sandoz GmbH, Kundl, Osterreich). Vor der Injektion wurde den Ratten noch

2ml Blut in einem Heparinrohrchen aus dem Herzen abgenommen, welches zur
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Interleukin-6-Bestimmung (findet Verwendung in einem weiteren Projekt) herangezogen
wird. Nach dem Tod erfolgt die Explantation der Tibia beidseits (rechtes Bein war das
Experimentalbein, linkes Bein immer die Kontrolle) und daran anschlielend die sofortige
Schockfrierung der Knochen in Flussigstickstoff. Selbstverstandlich wurde unter grofRter

Vorsicht samtliches Weichteilgewebe vom Knochen entfernt.

3.2.3. Durchfiuhrung der gRT-PCR

Von jedem Knochen, sowohl Lasionsbein als auch Kontrollbein, wurde ein epiphysarer
Block, welcher die Epiphysenfuge und ca. 0,5 cm des angrenzenden Knochens, jedoch
keinen Gelenksknorpel mehr, enthielt, homogenisiert. Die Extraktion der RNA wurde
mittels TRIZOL® (Gibco BRL) unter dem dazugehdorigen Hersteller-Protokoll durchgefuhrt.
Die extrahierte RNS (2,5ug) wurde dann mittels Random Hexamer Primer® (Fermentas
UAB, Litauen), einer reversen Transkriptase, bei 42°C fur 15 Minuten in cDNS
umgeschrieben.

Fur die Etablierung von quantitativen Expressionsprofilen von BMP-2, VEGF, VEGFR1,
VEGFR2, HIF-1a und CD-31 wurden die vorgefertigten optimierten TagMan® Gene
Expression Assays von Applied Biosystems flr die real time-PCR verwendet. Als
Referenzgene fur die relative Quantifizierung wurden GAPDH und B-Aktin ausgewertet.
Die Auswertungen wurde dann bei Standardbedingungen mit Hilfe eines ABI 7900
Sequence Detection System® von Appliedbiosystems durchgefuhrt. Aus statistischen
Grinden und wegen der Qualitat der DNS wurden fur jede Auswertung nur acht Proben
der jeweiligen Gruppe herangezogen, wobei aus jeder Probe drei unabhangige

Messungen gemacht wurden.

3.2.4. Durchfiihrung der MRT-Untersuchung

An den postoperativen Tagen 1, 3, 7, 14, 28, 42 und 82 wurden die Tiere der Gruppe MRT
zur Evaluierung des Heilungsprozesses, zum Nachweis der Knochenbruckenbildung und
fur die Kontrastmittel gestutzte dynamischen MRT-Untersuchung (DCE-MRT), ins MRT
gelegt.

55



Fur die Durchfuhrung der MRT wurden die Ratten anfangs mittels subkutaner Injektion von
0.1ml/100g KG FDD-Narkoselésung (siehe Tabelle E) in Narkose versetzt. Wahrend der
ca. 35 Minuten dauernden Untersuchung wurde in die Schwanzvene der Ratte 0,2
mmol/kg KG Gd-DTPA Kontrastmittel (Gadovist®, Schering AG) fur die dynamische
Kontrastmitteluntersuchung injiziert. Fur die morphologische Untersuchung der
Knochenbriicken wurde eine T2-gewichtete 3D-Flash-Sequenz (256x256 Matrix;
Auflésung von 0,19x0,1x0,7; TE 7ms; TR 100ms; FA 15) verwendet. Bei der DCE-MRT
wurde einne PD-gewichtete 3D-Flash-Sequenz (256x256 Matrix; Auflosung von
0,19x0,1x0,7; TE 2,95ms; TR 100ms; FA 5) gefahren, sowie eine T1-gewichtet 3D Flash
Sequenz (256x256 Matrix; Ausflésung von 0,19x0,1x0,7; TE 7ms; TR 8,09ms; FA 30) mit
einer temporalen Auflosung von 13,32s fur die mittels Kontrastmittel-Bolus verstarkten
Messungen als Referenz-Sequenz.

Um die vaskularen Verhaltnisse abzuschatzen, wurde der transzytolemmale
Wasseraustausch (mittels DCE-MRT) gemessen und als Transferkoeffizient (K""°)

ausgewertet. Ebenso wurde eine Kontrastmittel-Aufnahme-Kurve erstellt.

3.2.5. Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde die Software SPSS ® ( Spss Inc., Chicago)
verwendet. Die angewandten Tests waren Mann Whitney U und Wilcoxon W. Ein p-Wert
von unter 0,05 wurde als signifikant angesehen. Bei multipler Testung wurde die
Bonferroni-Korrektur angewandt, wonach ein p-Wert von unter 0,007 als signifikant

angesehen wurde.
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4. Ergebnisse

4.1. qRT-PCR

41.1.CD31

Die qRT-PCR zeigte einen signifikanten Unterschied (p<0,007) in der Expression von
CD31 im Lasionsbein zwischen Tag 0 und Tag 1, sowie Tag 1 und Tag 3, wobei der Peak
am Tag 1 lag. Zwischen Tag 28 und Tag 82 wurde im Lasionsbein ebenso ein signifikanter
Unterschied ersichtlich (p<0,007), wobei die Expressions-Werte allerdings ab Tag 14
wieder abzunehmen begannen.

Im Vergleich der Kontrollbeine wurde zwischen Tag 14 und Tag 28 ein signifikanter
Unterschied (p<0,007) errechnet,

Einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen Lasionsbein und Kontrollbein konnten

wir nur am Tag 28 ausmachen. (siehe Abbildung O)

Abbildung O: delta-delta-CP-Werte der CD31 Auswertung mittels qRT-PCR
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4.1.2. HIF1a

Es konnte ein stetiger Anstieg der Expression von HIF-1a in Lasions- und Kontrollbein bis
zum Tag 3 ausgemacht werden, allerdings ohne Signifikanz, danach fielen die Werte
wieder ab.

Von Tag 28 zu Tag 82 konnte ein signifikantes Absinken (p>0,007) der Expressionswerte
im Lasionsbein nachgewiesen werden.

Die HIF-1a-Konzentration im Lasionsbein am Tag 28 zeigte einen signifikanten
Unterschied (p<0,05) im Vergleich zum Kontrollbein zum selben Zeitpunkt.

(siehe Abbildung P)

Abbildung P: delta-delta-CP-Werte der HIF-1a-Auswertung mittels qRT-PCR

LI_Re
3,00+ ML

Ff\ n
1,50-- ? -

7

T T T T T T T
do di d3 d7 di4 d23 daz

Hif1a

1,00 =

Tag
t unbroken: signficantly dergulated compared to previous day
* broken: signficantly deregulated compared to previous day
* left: signficantly deregulated compared to right

58



4.1.3. BMP-2

Die Expressionswerte der BMP-2-Auswertung zeigten lediglich zwei signifikante
Unterschiede (p<0,007) in den Kontrollbein-Expressionen. So war Tag 1 signifikant erhoht
im Vergleich zu Tag 0 und Tag 28 war signifikant erniedrigt im Vergleich zu Tag 14.

Ohne Signifikanz-Nachweis konnte ein geringes Ansteigen der Expression, sowohl in
Lasionsbein als auch im Kontrollbein, bis zum Tag 14 nachgewiesen werden, danach
fielen die Werte wieder ab.

(siehe Abbildung Q)

Abbildung Q: delta-delta-CP-Werte der BMP-2-Auswertung mittels qRT-PCR
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4.1.4. VEGFa

Hier konnten zwei signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen Lasionsbein und
Kontrollbein zum gleichen Zeitpunkt nachgewiesen werden. So waren am Tag 0 im
Kontrollbein die VEGFa Expressionswerte erhoht, und am Tag 28 waren die Werte des
Lasionsbeins erhoht.

Im Vergleich der Lasionsbeine ergaben die Werte zwischen Tag 28 und Tag 82 einen
signifikanten Unterschied (p<0,007), wobei die Expressionswerte von Tag 28 auf 82
abfielen.

(siehe Abbildung R)

Abbildung R: delta-delta-CP-Werte der VEGFa Auswertung mittels qRT-PCR
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4.1.5. VEGF-Rezeptor 1

Die Werte fur den VEGFR1 ergaben eine signifikante Erhdhung (p<0,007) am Tag 1 im
Vergleich zu Tag 0 im Lasionsbein an, sowie eine signifikante Erniedrigung (p<0,007)
zwischen Tag 7 und Tag 14 im Lasionsbein. Danach fielen die Werte weiter ab, jedoch
ohne signifikanten Unterschied. Allerdings konnte noch ein signifikanter Unterschied
(p<0,05) zwischen Lasionsbein und Kontrollbein am Tag 28 festgestellt werden, mit
verstarkter Expression im Lasionsbein.

(siehe Abbildung S)

Abbildung S: delta-delta-CP-Werte der VEGFR1 Auswertung mittels gqRT-PCR

# LI_Re
ML
- (e

3,00 -

) = & )
e ﬁ!

do d

E3

J'F éu :

di4 die daz

VEGFR1
g

Tay
t unbroken: signficantly dergulated compared to previous day
* broken: signficantly deregulated compared to previous day
* left: signficantly deregulated compared to right

61



4.1.6. VEGF-Rezeptor 2

Hier konnte gar keine signifikante Wertveranderung festgestellt werden. Ein gewisser
Trend zu anfanglichen Hochregulierung ist allerding erkennbar.
(siehe Abbildung T)

Abbildung T: delta-delta-CP-Werte der VEGFR2 Auswertung mittels qRT-PCR
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4.2. MRT

Die Bildung von Knochenbricken konnte mit Hilfe der Magnetresonanztomographie
eindeutig und ohne jeden Zweifel nachgewiesen werden; sie zeigte im Zeitverlauf bei allen
funf Kontrolltieren immer die gleichen morphologischen Ergebnisse.

An den Tagen 1 und 3 post Trauma kann die Bohrloch-Lasion eindeutig identifiziert

werden. Am 7. Tag postoperativ hat bereits ein Aufflllen der Lasion begonnen, wobei ein
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knorpelig konfiguriertes Gewebe erkennbar ist. Am Tag 14 werden erste
Unregelmaligkeiten in der Wachstumsfuge aufféllig, die auf eine Diskontinuitat in der
Fuge hinweisen. Zum nachsten Untersuchungszeitpunkt am Tag 28 wurde dann eine
knécherne Umwandlung des knorpelartigen Gewebes erkennbar, was ab Tag 42 auch zu

einer Zerreisung der Epiphysenfuge fuhrte. (siehe Abbildung U)

Abbildung U: T2-gewichtet MRT-Bilder der Ratte 1 aus der MRT-Kontroll-Gruppe
Der rote Kreis markiert die Lasion in der Fuge

Tag 1 Tag 3

Tag 82
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Die Daten der DCE-MRI lassen eine Steigerung der Durchblutung erkennen, wenn auch in
einer unerwarteten Form. So kommt es Uberraschenderweise zu keiner wesentlichen

Steigung des K™

am Tag 1 post Trauma. Erst zwischen Tag 3 und Tag 7 wird ein
signifikanter Unterschied (p<0,05) der Durchblutung erkennbar. Das Durchblutungsniveau
bleibt am Tag 14 im Vergleich zu Tag 7 konstant und erst am Tag 28 setzt eine starke
Steigerung mit signifikantem Unterschied (p<0,05) ein, welche sich am Tag 42 abermals
mit signifikantem Unterschied (p<0,05) steigert. Danach fallt der K"™"-Wert wieder ab,

wobei es zu einem signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen Tag 42 und 82 kommt.

Abbildung V: Transferkoeffizient (K"*") im Verlauf der Heilung
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In den Kontrastmittel-Aufnahme-Kurven wurde am Tag 1 ein moderater kontinuierlicher
Anstieg ohne Peak festgestellt, wobei dieser Graph als normal durchblutetes Gewebe
interpretiert werden kann. Vom Tag 3 an hat die Kurve einen steilen Anstieg bis zu einem
Peak, gefolgt von einer Auswasch-Phase. Der Anstieg zum Peak wird zu den spateren

Messungen (Tag 7, Tag 14, Tag 28 und Tag 82) hin immer steiler und die Auswaschphase
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flacht immer schneller ab, was einem typischen Bild flr gut durchblutetes Gewebe gleicht

und was somit fur eine Hypervaskularitat in der Lasion spricht. (siehe Abbildung W)

Abbildung W: Kontrastmittel-Aufnahme-Kurven von Ratte 2 aus der MRT-Kontroll-
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5. Diskussion

Epiphysenfugenverletzungen im Rahmen von Salter-Harris-Frakturen sind eine relativ
haufig diagnostizierte Verletzung im Kindesalter und treten in ca. 15-18 % aller Falle von
Frakturen von langen Ro6hrenknochen auf.[2] Durch das zahlreiche Auftreten von
hemmenden Wachstumsstorungen im Zusammenhang mit Knochenbruckenbildungen bei
Epiphysenfugenverletzungen, stellen diese eine besondere Herausforderung in der
Kindertraumatologie dar und verlangen ein besonderes Augenmerk des Arztes hinsichtlich
einer moglichen Beteiligung der Wachstumsfugen. [1,2,15] Auch wenn die genaueren
ursachlichen Zusammenhange noch lange nicht geklart sind, so weil man, dass die
Bildung von Knochenbrucken in der Epiphysenfuge wahrend des Heilungsprozesses
ausschlaggebend fur hemmende Wachstumsstorungen sind. [2,60] Es ist von
aullerordentlicher Wichtigkeit, die genaueren pathophysiologischen Zusammenhange
samt der molekularen Regler zu kennen, um therapeutische Ldsungsansatze flr das
Problem der hemmenden Wachstumsstorungen zu entwickeln und in den klinischen Alltag
einzubringen. Bisher fand die Behandlung ausschliefllich nach Auftreten der
Wachstumsstérungen in  Form einer posttraumatischen Korrekturoperation statt.
Wunschenswert ware allerdings eine Behandlungsmaoglichkeit, mit der man bei
beginnender Wachstumsstorung eingreifen kann und somit das drohende Fehlwachstum

verhindern zu kdnnen.

Der Heilungsprozesse von Knochen wird bereits seit vielen Jahren erfolgreich erforscht.
[37,38,40,42,44,69-71] Epiphysenfugenverletzungen stellen jedoch aufgrund des
knorpeligen Aufbaus der Wachstumsfuge eine Sonderform von Knochenverletzungen dar,
und haben bei ihren Heilungsprozessen daher andere Interaktionen der Steuerelemente
als jene bei der herkdmmlichen Knochenheilung. Die Anzahl der Arbeiten, welche sich mit
diesem spezialisierten Thema befassen, sind relativ gering [46,60,62] und somit stellt

dieses Thema ein noch eher unerforschtes Eck der medizinischen Wissenschaft dar.

Um die genaueren Grundlagen des Problems ,Knochenbriickenbildung bei hemmenden
Wachstumsstorungen® zu beleuchten, haben wir ein besonderes Augenmerk auf die
molekularen Regulatoren in der Epiphysenfuge wahrend des Heilungsprozesses gelegt.

Die fur diesen Zweck verwendeten Ratten als Versuchstiere, haben sich durch die relative
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leichte Handhabung der Tiere, sowie ihre mit dem Menschen durchaus vergleichbaren
anatomischen und histologischen Verhaltnisse, als geeignet erwiesen. Die Art der
transartikularen Fugenlasionssetzung mittels Handbohrer hat sich als sehr effektiv
erwiesen, und hat dariberhinaus den Vorteil, eine stabile Lasion gesetzt zu haben. Ware
die Lasion instabil, ware die postoperative Ruhigstellung der Ratte sehr schwierig zu
standardisieren, und somit waren die Ergebnisse viel schwieriger zu vergleichen gewesen.
Die individuellen mechanischen Einflisse der sich postoperativ willkurlich bewegenden
Ratte, kdnnten als beeinflussender Faktor des Heilungsprozesse nicht ausgeschlossen
werden und wirden somit eine unbekannte Variable darstellen. Ein Nachteil der
Lasionssetzung mit dem Bohrer ist die Tatsache, dass es hier zu keiner Fraktursetzung im

eigentlichen Sinn kommt, sondern zu einem Substanzdefekt innerhalb der Fuge.

Um Aufschluss Uber die Expression der untersuchten Faktoren zu erhalten, wurde eine
quantitative Real-Time Polymerase Ketten Reaktion verwendet. Dieses Verfahren gilt als
standardisiert, ist anerkannt und wurde in mehreren Studien erprobt. [30,46,57,62]Die
Schwierigkeit der Probengewinnung und die an sich kleine Menge homogenisierten
Materials wirft die Mdglichkeit eines Bias in der Datenaquirierung auf. So ist es nicht ganz
erklarbar, warum es bei der Expression von BMP-2 zu einen signifikanten Unterschied zu
Gunsten des lasionsfreien Beins am Tag 1 kommt. Einen Faktor, welchen man nicht auler
Acht lassen darf, ist die Tatsache, dass sich unsere Versuchstiere allesamt im Wachstum
befanden. Eine mdgliche Erklarung ware, dass es hier zu einer Uberlagerung von
physiologischen Wachstumsphanomenen mit den Regulatoren der Heilung kam, welche
die Expressionsdaten unterdruckten oder verzerrte.

Mit dieser Methode ist es klarerweise nicht moglich, eine morphologische Bestatigung
einer vorhandenen Knochenbricke zu erhalten. So wurde mit Hilfe einer
Magnetresonanztomographie ein morphologisch fassbares Ergebnis erstellt. Die
Magnetresonanztomographie stellt eine sehr gute morphologische Methode dar, da es
einerseits zu keiner Strahlenbelastung der Tiere kommt, andererseits aber auch eine
relativ gute bildliche Auflosung des Knorpelgewebes der Wachstumsfuge hat, was sich mit
einem Computertomographen nicht darstellen liee. Im klinischen Alltag sind bereits Falle
publiziert, bei denen magnetresonanztomographisch-gesteuerte
Knochenbruckenentfernungen an Patienten durchgefuhrt wurden.[72] Dies spricht fur
diese Methode bei der Knochenbrickenevaluierung. Durch die Moglichkeit der
dynamischen Untersuchung war es mdglich, Aussagen uber die

Durchblutungsverhaltnisse zu machen. So konnte eine erhdhte Durchblutung
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nachgewiesen werden, was somit ein Korrelat fur Hypervaskularitat darstellt. Die
Schwierigkeit dabei ist es einen Zugang an einer der beiden Schwanzvenen der Ratte zu
setzen. Komplikationen bei der Kontrastmittelinjektion sind beschrieben, und so kam es

auch bei unserer Versuchsreihe zur Tétung zweier Tiere aufgrund von Luftembolien.

Das Studiendesign sowie die Ziele, welche anhand der gqRT-PCR-Daten und der MRT-
Daten beantwortet wurden, wurden aus folgenden Aspekten gewahlt: Den in der Literatur
beschriebenen Ablauf der Entstehung einer Knochenbricke wahrend eines
Epiphysenfugenheilungsprozesses [60] wollten wir, durch den Nachweis von CD31, BMP-
2, HIF-1a und VEGF mit seinen Rezeptoren, eine molekulare Basis geben. So sollte
nachgewiesen werden, dass die in der Literatur beschriebene direkte Knochenentstehung
[60] auf GefalReinsprossung zurickzufuhren ist, welche durch Hypoxie und einer dadurch
verursachten erhohten Expression von HIF-1a, welches eine erhohte Expression von
VEGF nach sich zieht, ausgelost wird. Dies konnte durch die gewonnen Daten tendenziell
bestatigt werden. Die Zeitpunkte, an denen wir Messungen durchfuhrten, waren auf den
von Xian et al. [60] beschriebenen Heilungsprozess, sowie auf Erkenntnisse aus friiheren
Analysen von Frakturheilungsprozessen anderer Autoren [46,62] abgestimmt. Es muss
jedoch klar sein, dass bei solchen Prozessen zeitliche Schwankungen immer individuell

vorhanden sind, und man nur von Richtwerten fur den zeitlichen Ablauf ausgehen kann.

Die ausgewerteten Ergebnisse dieser Studie wurden bereits gegliedert nach den beiden

Verfahren getrennt gezeigt.

Auch wenn die Daten, welche mittels qRT-PCR gewonnen wurden, keine signifikanten
Unterschiede brachten, so konnte jedoch unsere Hypothese, einer erhdohten HIF-1a
Expression und daraus resultierender verstarkten Expression von VEGF samt dessen
Rezeptoren, mit Trend der Ergebnisse bestatigt werden. Der erwartete Anstieg von CD31
als Endothelzellmarker, und somit indirekter Hinweis auf neugebildete Gefalie, konnte
nicht gefunden werden, und wirft die Frage auf, ob hier nicht ein gewisses Bias vorliegt.
So kénnte die Masse der metaphysaren Knochenanteile im ausgewerteten Gewebe zu
grol3 gewesen sein, um minimale Expressionsunterschiede der Fuge aufzudecken,
beziehungsweise durch das physiologische Wachstums tUberlagert wird. Die Expression
von BMP-2, als wichtiger osteogenetischer Faktor, zeigt keine signifikanten Anstiege auf,
wobei jedoch die Expressionslevels mit einer Vergleichsarbeit in der Literatur [62]

vereinbar sind.
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Die Auswertung der MRT Untersuchung zeigte Ergebnisse, welche die Daten der qRT-
PCR bestarken und unterstitzen. Die an den Tagen 1 und 3 noch gut erkennbare Lasion,
zeigt am Tag 7 bereits eine Auffullung mit knorpelig konfiguriertem Material. Dies stellt
jedoch einen Widerspruch zu den bislang gewonnenen Erkenntnissen dar. Denn Xian et
al. [60] postulierten die Bildung der Knochenbriicke als ein Geschehen, welches ohne
knorpelige Zwischenstufe direkt intramembrands geschieht. Dies dokumentierten sie mit
histologischen Schnitten und dem fehlenden Nachweis von Kollagen-X, als Marker fur
chondrogenetisches Gewebe. Sie stellten am Tag 7 Osteoprogenitorzellen in der Fuge
fest, was sie mittels den Knochenzellmarkern cbf-a1 und Alkaline Phosphatase bewiesen.
Ihre These stltzten sie noch mit ahnlichen Behauptungen aus einer anderen Arbeit, [73]
welche das Fehlen der chondrogenetischen Faktoren Indian hedgehog und Kollagen Il im
Fugenheilungsprozess beschrieben.

Die eigentliche Bildung von Knochenbrucken scheint ab Tag 14 zu beginnen, wobei sie ab
Tag 28 dann eindeutig verifizierbar werden und im weiteren Verlauf an Grélze und Dichte
zunehmen.

Die dynamischen MRT Untersuchungen korrelierten sehr gut mit den zuvor genannten

Ergebnissen. So konnte durch den Anstieg der K™"®

ab Tag 7 eine verstarkte
Durchblutung gezeigt werden, wodurch Hypervaskularitdit und Knochenbildung als
gegeben angenommen werden konnen. Die Ergebnisse, welche die Kontrastmittel-
Aufnahme-Kurven ergaben, stellt ein typisches Bild fur gut durchblutetes Gewebe dar, und

spricht somit ebenso fur eine Hypervaskularitat in der Lasion.

Wenn man die Ergebnisse alle zusammen sieht, scheint die Hypothese dieser Arbeit
richtig zu sein, und Hypervaskularitat einen entscheidenden Faktor fur die
Knochenbruckenbildung darzustellen. Das Aufscheinen von knorpelig konfiguriertem
Gewebe am Tag 7 in der MRT wirft allerdings neue Fragen Uber den morphologischen
Ablauf auf. So muss man evaluieren ob es wirklich, wie in der Literatur beschrieben, zu

intramembrandser Knochenbildung ohne knorpeliger Vorstufe kommit.

Die noch offenen Bestatigungsfelder der Forschung auf dem Gebiet der
Wachstumsfugenheilung sind zahlreich und bilden somit genligend Aufgaben, welche es
in den nachsten Jahren zu l6sen gibt. Zhou at al. [46] beschaftigten sich schon mit den
proinflammatorischen Zytokinen und einigen wenigen Wachstumsfaktoren (FGF-2, PDGF-

B, IGF-1), welche jedoch sowohl fur die Osteogenese als auch fur die Chondrogenese
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verantwortlich sind. Somit kann keine eindeutige Feststellung gemacht werden, ob nun die
Knochenbriickenbildung wirklich ohne Knorpelbildung als Zwischenstufe einhergeht. Die
Ergebnisse von Lee et al. [73] sprechen fur eine direkte Knochenbildung ohne knorpelige
Zwischenstufe, denn er konnte keine Expression von Indian hedgehog nachweisen, einen
der wichtigsten Faktor der Chondrogenese. Dies steht jedoch im klaren Widerspruch mit
den in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnissen Uber die morphologische Entstehung des
Knochenbrucke.

Ngo et al. [62] untersuchten die Expression der BMPs und deren Rezeptoren. So zeigten
sie eine erhodhte Expression von BMP-3 und BMP-4 wahrend der anfanglichen
Entzindungsantwort, sowie eine erhohte Expression von BMP-7 in der Phase des
Knochenbriuckenremodellings. Die Expressionslevels von BMP-2 beschrieben sie als
relativ gleichbleibend bis minimal erhoht, was wir in den Ergebnissen dieser Arbeit auch
nachweisen konnten. Die Rolle von BMP-2 wahrend der normalen Knochenheilung wird
aber als sehr bedeutend beschrieben. So postulierte Bouletreau et al. [57] eine
Hochregulierung von BMP-2, durch Stimulierung mit Hypoxie und VEGF in der normalen
Knochenheilung.

Ganz auler Acht gelassen hat man bis heute die mechanischen Beeinflussungen der
Knochenbrickenbildung bei Fugenlasionen. l|hre Auswirkungen bei der normalen
Knochenheilung [34,35] und die dadurch gewonnen Erkenntnisse, haben langst
Verwendung im Kklinischen Alltag gefunden. Ob es Uberhaupt Auswirkungen der
mechanischen Belastung bei der Heilung von Epiphysenfugenlasionen gibt, und wenn ja

wie grof3e, war bis lang noch nicht Thema von wissenschaftlichen Arbeiten.

Erste Bausteine des komplexen Heilungsprozesses bei Epiphysenfugenlasionen sind wohl
schon bekannt, jedoch wird noch einiges an Arbeit notwendig sein, damit ein zeitlicher
Ablaufplan der wichtigsten Entzindungsmediatoren und Wachstumsfaktoren, wie es
Gerstenfeld et al. [40] fir die normale Knochenheilung erstellten, fir die Heilung von

Fugenverletzungen verfugbar sein wird.

So muss es das Ziel sein, die wissenschaftichen Zusammenhange die zur
Knochenbruckenbildungen fuhren, von Grund auf zu erforschen und zu verstehen. Erst
wenn dies gelungen ist, kann man sich an die Erarbeitung neuer Therapiekonzepte
heranwagen, um hemmende Wachstumsstérungen nach Epiphysenfugenlasionen zu

verhindern. Denn erst dann wird man verhindern konnen, dass posttraumatische
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Korrekturoperation aufgrund von nicht verhinderbaren Achsfehlstellungen nétig sind und

Korrekturoperationen in der Kindertraumatologie als obsolet betrachtet werden konnen.
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