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ZUSAMMENFASSUNG

Der Einfluss vom Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) auf die
Muskelregeneration im Traumamodell mit Beinverkiirzung und -distraktion

Mohammed Karim Gorschliter

Einleitung: Nach der Entdeckung des endothelialen Wachstumsfaktors 1983 und
seiner wichtigen Rolle in der Neovaskularisation kam es zu einem explosionsartigen
Anstieg in der Forschung nach Regulationsmechanismen der Angiogenese. VEGF ist
bei vielen Gewebearten beteiligt, u.a. auch bei der Muskulatur. Neue Erkenntnisse
zeigen, dass VEGF die Muskelzellen vor der Apoptose schiitzt und an der Bildung
neuer Muskelfasern beteiligt ist und somit die Regeneration stimuliert. Unser Versuch
(Aktenzeichen 50.0835.1.0 (G12/2001)) stutzt sich auf diese Erkenntnisse in der
Literatur

Material und Methode: 22 ausgewachsene, mannliche Neuseeland Weil3 Kaninchen
mit einem Kdérpergewicht von 3500 g + 280 g wurden in 2 Gruppen unterteilt. Bei allen
Tieren erfolgte an einem Unterschenkel durch 90 Minuten Ischamie (Tourniquet) und
30 Minuten Anlage einer Kontusionsklemme (10 N auf 1 cm® eine
Unterschenkeltraumatisierung, um ein Kompartmentsyndrom und damit eine
Weichteiltraumatisierung auszulésen. Danach wurde ein 1 cm grofer Knochenblock
resiziert. Die Testgruppe erhielt ein VEGFgs-getranktes Kollagen in den
Frakturbereich. Anschliel3end erfolgte die graduelle Distraktion von 1 mm/24h fir zehn
Tage zur Wiederherstellung der Ausgangslange. Die Kompartmentdriicke wurden
unmittelbar vor und nach der Traumatisierung, postoperativ und anschlieRend nach

24 h und 48 h gemessen, simultan wurde auch der Blutdruck gemessen. Die
Muskelkraftmessung erfolgte vor der Traumatisierung sowie postoperativ in 5 Tages-
Abstéanden. Nach 40 Tagen wurden die Tiere getdétet und histomorphometrisch und
immunhistologisch untersucht und die ermittelten Daten miteinander verglichen.
Ergebnisse: Wir konnten nachweisen, dass durch die erfolgte Traumatisierung
tatsachlich eine signifikante Erhdhung des Muskellogendruckes im ventralen
Kompartments von 30 mmHg bei allen Versuchstieren erzeugt wurde. Der Vergleich
der Muskelkrafterholung mit den Ergebnissen der Kontrollgruppe zeigte eine signifikant
hdéhere Muskelkraftregeneration (86 % vs. 52 %). Aullerdem beobachteten wir eine
signifikant geringere Narbengewebsbildung in der Muskulatur (2,5 % vs. 9,9 %). In der
Immunhistologie stellten wir nach 40 Tagen keine signifikante Gefalineubildung
gegenuber der Kontrollgruppe fest.

Schlussfolgerung: Die VEGFg5-Gabe reduzierte das durch die
Muskeltraumatisierung entstehende Narbengewebe und fuhrte zu einer besseren
Muskelregeneration. Dieser Vorgang wurde nicht nur durch eine Verbesserung der
Muskeldurchblutung, sondern wahrscheinlich auch durch eine vermehrte Aktivierung
von Entzindungszellen und Sattelitenzellen sowie myogenen Vorlauferzellen
verursacht. Die Gefafireaktion konnte nach 40 Tagen immunhistologisch nicht mehr
nachgewiesen werden.

Tag der mundlichen Prifung: 03.08.2010
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Einleitung

1. Einleitung

Unfalle mit einem Hochrasanztrauma kbénnen zu offenen Frakturen mit
Weichteilverletzungen und dem Verlust von Knochensegmenten flihren, dabei sind
besonders die unteren Extremitaten betroffen (75).

Gerade Motorradunféalle fihren sehr haufig zu Unterschenkelfrakturen. Retrospektive
Studien von Wick et al. (117-119) zeigten, dass die untere Extremitat in 46 % der Falle
betroffen war. Speziell die Tibiafraktur ist aufgrund der Anatomie und der kritischen
Blutversorgung im distalen Drittel durch madgliche Komplikationen wie ein
Kompartmentsyndrom (s.u.), eine Infektion und eine mdgliche Verzdgerung der
Frakturheilung gefurchtet (1).

Eine schnelle und adaquate Therapieeinleitung mit Debridement von Knochen- und
Weichteilgewebe sowie eine minimalinvasive  Knochenfixierung, die die
Gewebsperfusion und damit auch die Heilungsrate steigert und das Infektionsrisiko
senkt, sollte bei einer Tibiafraktur mdglichst angestrebt werden (75).

Bei einem manifesten Kompartmentsyndrom wird frihzeitig eine Fasziotomie
durchgefihrt, um den Logendruck zu senken und mégliche Folgen zu vermeiden. Nicht
selten kann es bei zu spater Diagnose zur FunktionseinbuRe bis hin zur Amputation
der betroffenen Extremitdt kommen und damit das Outcome der Erkrankung erheblich
verschlechtern (73).

Seit der Entdeckung des Vascular Endothelial Growth Factor (s.u.) vor ca. 20 Jahren
kam es zu einem explosionsartigen Interesse in der Regulation der Angiogenese,
besonders im Bereich der Onkologie erhoffte man sich einen neuen Durchbruch in der
Krebstherapie (48).

Die neuen Erkenntnisse uber VEGF und die Neovaskularisation sowie andere Studien
wie Kleinheinz et al. (60) und Arsic et al. (3) veranlassten unsere Gruppe, diesen

Wachstumsfaktor in unserer Forschung mit einzubeziehen.



Einleitung

1.1 Ziel dieser Studie

In einer Studie von Meffert et al. (74, 76) wurde der Einfluss eines Weichteiltraumas
auf die Muskel- und Kallusregeneration evaluiert. Hierbei wurden 2 Gruppen mit je 11
Neuseeland Weil3 Kaninchen miteinander verglichen. Einer Gruppe wurde ein
definiertes Weichteiltrauma, ein Kompartmentsyndrom, zugefuhrt, danach ein 10 mm
groller Knochenblock resiziert und nachfolgend flir 10 Tage distrahiert. In der
Kontrollgruppe wurde auf jegliche Weichteiltraumatisierung verzichtet. Wahrend dieser
40-tagigen Studie wurden Muskelkraftmessungen und radiologische Aufnahmen
durchgefihrt. Am 40. postoperativen Tag erfolgte die radiologische, biomechanische
und histomorphometrische Analyse, die mit der Kontrolle verglichen wurde.

Die Ergebnisse der Kallusuntersuchung zeigten eine signifikante Beeintrachtigung der
Kallusqualitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei Regeneratversagen, ein
fehlendes Remodeling oder Pseudoarthrosen bei keinem der Tiere festzustellen
waren.

Es stellte sich ferner heraus, dass keines der Versuchstiere der Traumagruppe seine
volle Muskelkraft wiedererlangte und dass signifikante Unterschiede in der Muskelkraft
im Seitenvergleich vorlagen.

AuRerdem zeigten die histologischen und histomorphometrischen Untersuchungen
eine deutliche Verdrangung des Muskelgewebes durch Narbengewebe bzw.
Bindegewebe, aus denen Rickschlisse auf die Muskelregeneration gezogen wurden.
Letztendlich fuhrte die Untersuchung zur der Schlussfolgerung, dass sowohl die
Knochenqualitadt als auch der Muskelfunktion durch das zugefiihrte Weichteiltrauma

beeintrachtigt wurden.

Der gegenwartige Versuch baut auf die Resultate der oben erwdhnten Studie von
Meffert et al. (74, 76) auf. Da die externe Gabe vom Wachstumsfaktor VEGF bei
Kleinheinz et al. (60) zu einer signifikant hdheren Knochenflaichendichte und
Knochenregeration flihrte, entschieden wir uns, die moéglichen Auswirkungen auf die
Knochen- und Muskelregeneration durch die zusatzliche Applikation von VEGF im
Traumamodell des Kaninchenschenkels zu untersuchen.

Zumal in einem anderen Versuch von Arsic et al. (3) auch die Muskelregeneration
durch VEGF stimuliert werden konnte, erwarteten wir von VEGF sowohl in der

Knochenqualitat als auch in der Muskelfunktionalitat einen positiven Effekt. Um weitere



Einleitung

Tierversuche zu vermeiden, verglichen wir unsere Daten mit den Ergebnissen der

letzten Untersuchung von Meffert et al. (74, 76) auf Signifikanz.

Diese Dissertation beschaftigt sich hauptsachlich mit den Verdanderungen der
Muskulatur bezlglich Weichteiltrauma und VEGF Applikation.

Verglichen werden die Muskelkrafterholung, die Histomorphometrie bezlglich des
Anteils von Narbengewebe in der Muskulatur und die immunhistologische Bestimmung
der Gefalizahl beider Gruppen auf mogliche Signifikanz und Korrelation. AuRerdem
werden die Kompartmentdrucksenkung und ihr Verlauf nach der Operation bestimmt

und gegenibergestellt.

Die Ergebnisse der Knochenverdnderungen werden von den Doktoranden Karla

Schutte und Niklas Deventer in lhren jeweiligen Dissertationen beschrieben.

Die Arbeitshypothese wird folgendermalfien formuliert:

- VEGF wird keinen Einfluss auf die Muskelkrafterholung, auf die Histomorphometrie
oder Immunhistologie haben (HO).

- VEGF wird:
- die Muskelkrafterholung verbessern (H1),
- das Narbengewebe in der Muskulatur senken (H2),

- zu einer deutlichen GefaRneubildung in der Muskulatur fuhren (H3).
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Einleitung

1.2 Die Neovaskularisation

Die BlutgefalRbildung unterscheidet die Vaskulogenese und Angiogenese, und sie ist
eine fundamentale Voraussetzung fur die Organbildung und —differenzierung wahrend
der Embryogenese und flr viele postnatale, physiologische und pathologische
Prozesse im Korper verantwortlich. Besonders zu erwahnen sind der
Menstruationszyklus, die Wundheilung, die Gewebsischamie und das Remodeling
sowie die Neovaskularisation bei Neoplasien (25, 33).

Diese Erkenntnis flhrte zu einem Uberaus grofen Interesse an der Regulation der
BlutgefalRbildung, besonders im Bereich der Onkologie (25, 48).

Ein wichtiges und essentielles Schlisselmolekil sowohl in der Vaskulogenese als auch
in der Angiogenese ist der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der besonders
durch die Hypoxie stimuliert wird (25, 66).

1.2.1 Vaskulogenese

Die Bildung von Blutgefalen durch Differenzierung von mesodermalen Angioblasten
zu Endothelzellen mit nachfolgender Bildung eines primitiven, vaskularen Netzwerkes
wird als Vaskulogenese bezeichnet und ist ein essentieller Mechanismus in der
Organogenese. Anders als bei der Angiogenese sind keine vorhandenen Epithelzellen
zur Gefalbildung nétig (25, 92).

Entgegen friherer Meinungen weil3 man heute, dass diesem Prozess neben der
Embryogenese auch im ausgereiften Korper bei bestimmten physiologischen und
pathologischen Situationen wie der Wund- und Gewebsheilung sowie der Ischamie
und der Tumorangiogenese, eine besondere Bedeutung zukommt. Man nimmt an,
dass das Knochenmark, das ein reiches Reservoir an gewebsspezifischen Stamm-
und Vorlauferzellen besitzt, auch Uber eine knappe Anzahl an endothelialen
Vorlauferzellen (Endothelial Cell Precursors, EPC) verfiigt, die bei bestimmten
Situationen mobilisiert und freigesetzt werden (10, 17, 25, 90, 92). Die endothelialen
Vorlauferzellen (EPC) konnten erstmals 1997 im peripheren Blut identifiziert werden
(5).

Durch die Beobachtungen von Asahara et al. (4) konnte gezeigt werden, dass die
Neovaskularisation nicht ausschlief3lich auf die Angiogenese zuriickzuflihren war, so

dass auch von einer postnatalen Vaskulogenese ausgegangen werden musste.
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Andere Studien beweisen, dass die externe Applikation von VEGF zum Anstieg dieser
Vorlauferzellen im Blut fihrte, und dass man davon ausgehen muss, dass sowohl der
angiogenetische als auch der vaskulogenetische Prozess in ischdmischem Gewebe
induziert wird (6, 57). Diese Tatsache fihrte zu einer erneuten Bedeutung der

Vaskulogenese in der Forschung tUber die Gefa3bildung (25).

1.2.2 Angiogenese

Als Angiogenese wird per Definitionem ein Prozess bezeichnet, bei dem durch
Wachstum und Umstrukturierung aus einem primitiven, kapillaren GefalRnetzwerk ein
komplexes und reifes Gefallnetzwerk entsteht. Vorhandene Epithelzellen sind eine
Voraussetzung fir die Angiogenese. Sie spielt sowohl in der Embryonalentwicklung als
auch im ausgereiften Organismus eine wichtige Rolle im Koérper (92).

Man unterscheidet in der Angiogenese zwei verschiedene Formen der Gefalbildung:

~oprouting” und ,Non- Sprouting” oder ,Intussussception® (92).

1.2.2.1 Sprouting

Die Aussprossung neuer Gefdlle aus bereits existierenden Strukturen Ilauft in
mehreren Phasen ab (92). Eine kurze schematische Veranschaulichung des
komplexen Mechanismus macht Abbildung 1 deutlich.

1. Zunachst kommt es zur Dilatation und Fillung der Gefaltke mit einer Zunahme der
GefalRpermeabilitdt und  Fenestrierung, einhergehend mit extravaskularen
Fibrinablagerungen als Antwort auf VEGF und der erhdhten NO-Produktion. Es
entsteht eine vorlaufige, extrazellulare Matrix zur Stabilisierung der GefaRwand.

2. Die Freisetzung von Serinproteasen der Plasminogenaktivatorfamilie und
Matrixmetalloproteasen aus verschiedenen Zellen, einschliel3lich Endothelzellen und
Fibroblasten sowie Entziindungszellen, fihren zum Abbau der Basalmembran und der
gefaBumgebenden Extrazellularmatrix. Damit wird der Weg frei fir die
Endothelmigration zum Ort des Stimulationsreizes.

3. Die Plasminogenaktivatoren u-PA und t-PA konvertieren das aus dem Plasma
ausgetretene Plasminogen zu Plasmin, das wiederum Fibronektin, Laminin und andere
Proteine abbaut. Zusatzlich aktiviert Plasmin weitere Metalloproteasen und induziert

die Mobilisation von FGF (Fibroblast Growth Factor) aus dem Extrazellularraum.
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Angiopoetin-2 fordert den Abbau von Perizyten, die die Endothelzellen in ihrer
Proliferation hemmen. Es kommt somit zur Endothelzellmigration und —proliferation
sowie der Ausbildung eines Kapillarlumens (28, 37, 48).

Eine Vielzahl von proangiogenetischen Wachstumsfaktoren sind neben VEGF fur die
Angiogenese verantwortlich. Wichtig zu erwahnen sind das Fibroblast Growth Factor
(FGF), das Epidermal Growth Factor (EGF), das Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) sowie das Placental Growth Factor (PIGF). Dabei spielt VEGF ein
Schlisselmolekil in der Einleitung der angiogenetischen Kaskade und ist zusatzlich
wichtig neben FGF fir die Proliferation, Migration und fir das Uberleben der
Endothelzellen. Eine Verschiebung im Gleichgewicht zugunsten der proangiogenen
Stimuli wird in der Literatur als ,Angiogenic Switch“ bezeichnet (25, 48).

4. Durch die Anastomosierung der neu gebildeten Kapillaren und den Beginn der
Durchblutung wird die Reifung der neu gebildeten Gefale eingeleitet. Zur Entwicklung
und Stabilisierung der Wandstruktur kommt es durch Rekrutierung und Differenzierung
von glatten Muskelzellen und Perizyten durch PDGF-BB, TGF-B1 (Transforming
Growth Factor 31) und Angiopoetin1 (28, 48, 92).

(iv)

Abbildung 1: Sprouting Angiogenese. (i) Aktivierung von Endothelzellen (EC) durch
VEGF (gelbe Punkte); (ii) Freisetzung von Proteasen aus aktivierten Endothelzellen
(aEC) und Degeneration der Basalmembran (blaugepunktete Linie); (iii)
chemotaktische Migration der Endothelzellen Richtung Stimulationsreiz; (iv)
Proliferation von EC und Lumenbildung; (v) Reifung der neugebildeten Gefalle.

Quelle: Yue et al. Chinese Medicine 2007 (125)
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1.2.2.2 Non-Sprouting oder Intussusception

Das Non-Sprouting wurde erstmals im postnatalen Kapillarbett der Lunge von
Kaninchen beschrieben (62).

Unter Non-Sprouting oder Intussusception versteht man die Spaltung der bereits durch
die Sprouting Angiogenese gebildeten GefalRe. Hierbei kommt es zu einer schnellen
Expansion des Gefallnetzwerks, das zu einer Optimierung und VergroRerung der
Gefalioberflache fuhrt (62).

Durch Protrusion der gegeniberliegenden Kapillarwande ins Lumen bildet sich eine
Kontaktzone zwischen den Endothelzellen, die das Gefalllumen partitioniert (62).
Definitiv wei® man, dass dieser Prozess schneller und 6konomischer als die Sprouting
Angiogenese verlduft. Darlber hinaus besteht keine primare Abhangigkeit von
Endothelzellproliferation und —migration, jedoch ist ein vorhandenes Gefalinetzwerk
unabdingbar (28).

14
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1.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Die Geschichte des VEGFs reicht bis zum Jahr 1983, als Senger et al. (95) ein Protein
entdeckten, das 50.000-mal effektiver wirkte als Histamin. Nach seinen Auswirkungen
auf die Gefalizellen nannten sie das Protein Vascular Permeability Factor (VPF).

Kurz danach, im Juni 1989, isolierten Ferrara et Henzel (35) ein zellspezifisches
Mitogen und bezeichneten es auch nach seiner begrenzten spezifischen Wirkung auf
die Zielzellen VEGF. Erst die Desequenzierung beider Proteine im selben Jahr zeigte,
dass VPF und VEGF identisch waren.

Nach der Entdeckung des VEGFs wurden 1990 dessen Rezeptoren von Vaisman et al.
(111) charakterisiert.

Struktur und Isoformen des VEGFs

Zur VEGF Familie gehoéren die 45 kDa groften Glykoproteine VEGF-A sowie VEGF-B,
die VEGF-C, VEGF-D und der Placental Growth Factor (PIGF), die sich mit
unterschiedlicher Affinitdt und Aufgabe an die drei VEGF Rezeptoren (VEGFR-1 bis 3)
binden kénnen (94).

Ein entsprechendes Homologon wurde im Genom des Parapoxyvirus Orf (VEGF-E)
und im Gift der Viper-Schlange (VEGF-F) entdeckt, das VEGF ahnliche Wirkungen
besitzt (94).

Der Mensch verfugt Uber funf verschiedene Gene fur die Bildung von VEGF (VEGF-A
bis D und PIGF) und deren Isoformen, die auf verschiedene Chromosomen verteilt
sind. Durch alternatives Splicing der m-RNA lassen sich die Isoformen bilden, die nach

der Anzahl ihrer Aminosauren benannt werden (94).

Das auf dem Chromosom 6p21.3 lokalisierte VEGF-A Gen spielt mit seinen Isoformen
die entscheidende Rolle bei der Induktion der Angiogenese und Vaskulogenese und ist
codiert durch acht Exons und sieben Introns mit einer Gesamtgenlange von 14 Kb (33,
34, 94). Es sind mindestens sechs Isoformen (121, 145, 165, 183, 189 und 206
Aminosdurenreste) von VEGF-A bekannt (das VEGF der Maus besitzt eine
Aminosdure weniger), die individuelle, aber Uberlappende Funktionen bei der
Angiogenese besitzen, bedingt durch ihre Bindungsaffinitdt zu Heparan-/Heparinsulfat

in der Extrazellularmatrix (ECM) und zu Neuropilin (s.u.) (34, 94).
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Die Auswirkungen von VEGF-A sind eng verbunden mit der Isoform 165, die alle
ndétigen Informationen flr die Blutgefallbildung besitzt (33, 34). Dieses wird durch
Stalmans et al. (98) gestitzt, bei dem genmanipulierte Mause, die nur die Isoform 164
(entsprechend humanes VEGF45) produzierten, vollkommen gesund geboren wurden.
VEGFs hat eine mittelnde Eigenschaft, denn es besitzt eine diffusionsfahige
Rezeptorbindungsstelle (amino-terminal domaine) &hnlich VEGF2; und ein
Carboxylende fur die Bindung von Heparinsulfat in der ECM, wohingegen das frei
sezernierte und schwach saure VEGF 2, keine Heparinbindungsstelle hat. Heute weil}
man, dass neben der Ortsbindung die Bindungsstelle fir die mitogene Aktivitat der
Endothelzellen  wichtig ist, wobei die Bindungsaffinitit mit steigender
Aminosaurenanzahl wachst. Damit befindet sich am Ort der VEGF-Synthese die
héchste Wachstumsfaktorpotenz. Dort bilden die gebundenen Isoformen eine Art
Reservoir fir VEGF, das durch Proteasen in der ECM moduliert und aktiviert werden
kann ohne die Transkription zu induzieren. Der Verlust des Carboxylendes, sei es
wahrend des alternativen Splicings oder wahrend der Proteolyse, fihrt zum deutlichen
Verlust der mitogenen Potenz (33, 34, 59, 94). Studien konnten beweisen, dass die
alleinige Expression des freidiffusionsfahigen VEGF;; zu Kkardiologischen
Fehlbildungen und zum postnatalen Tod fahrten (19, 98). VEGF-A wird neben
Endothelzellen auch von vielen verschiedenen anderen Zellen exprimiert, unter

anderem auch von Osteoblasten und Osteoblast Like Cells (36).

Das mit VEGF-A und PIGF (Placental Growth Factor) strukturahnliche VEGF-B (45%
Homologie zu VEGF-A) ist ein Ligand fur VEGFR-1 und Neuropilin-1 (NRP-1), dessen
4000 bp grofles Gen auf Chromosom 11g13 lokalisiert ist und zwei humane Isoformen
(VEGF-B7 und VEGF-B4g) besitzt. Die Promotorregion des VEGF-B Gens
unterscheidet sich hinsichtlich des Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1) vom VEGF-A
Gen und wird dadurch nicht durch Hypoxie induziert. Zurzeit kann noch keine prazise
Rolle in vivo zugeordnet werden, doch es gibt Hinweise, dass VEGF-B eine
neuroprotektive und schwach angiogentische Wirkung besitzt und wahrscheinlich bei
Entziindungen eine Rolle spielt. Da es in hohen Spiegeln in der Skelettmuskulatur,
dem Myokard und dem braunem Fettgewebe ausgeschieden wird, kdnnte es bei dem
zelluldren Energiemetabolismus eine Rolle spielen. VEGF-B negative Mause wiesen
kleinere Herzen und eine schlechtere Rekonvaleszenz nach induziertem
Myokardinfarkt auf, was darauf hindeutet, dass die Kollateralgefal3bildung der

Koronararterien wahrscheinlich auch VEGF-B abhangig sein kénnte (94, 100, 104).
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VEGF-C (30% Homologie zu VEGF-A) und VEGF-D (61% Homologie zu VEGF-C,
31% zu VEGF-A) sind hauptsachlich an der Lymphangiogenese, sowohl wahrend der
Embryogenese als auch postnatal, beteiligt und spielen ein wichtige Rolle bei Tumoren
und deren Metastasierungen sowie bei Entziindungen (94, 104).

Die aktiven Formen von VEGF-C und VEGF-D werden anders als bei dem Rest der
Familie nicht durch alternatives Splicing, sondern durch proteolytische Spaltung in der
extrazellularen Matrix (ECM) durch Proteasen gebildet (94, 104).

Das VEGF-C Gen auf Chromosom 4q34 mit einer Genldnge von 40 Kb bildet ein
Vorlauferprotein, welches durch proteolytische Aktivierung im ECM an VEGFR-2 und
VEGFR-3 bindet. Wahrend der Embryogenese wird sowohl die Angiogenese als auch
die Lymphangiogenese induziert (94, 104). In einer Studie von Karkkainen et al. (58)
wurde festgestellt, dass VEGF-C essentiell fir die Lymphangiogenese und fir das
Uberleben ihrer genmutierten Mause wahrend der Embryogenese war.

Auch VEGF-D, mit einer Genlange von 2 Kb auf Chromosom Xp22.31, bindet an den
Rezeptoren VEGFR-2 und VEGFR-3. Anders als beim Menschen kann VEGF-D bei
der Maus nur an VEGFR-3 binden (94, 104). VEGF-D scheint im Gegensatz zu VEGF-
C nicht essentiell fiir die Embryogenese und das Uberleben der Mause zu sein, was

von Baldwin et al. (7) beobachtet wurde.

Das Placental Growth Factor (PIGF) wird vornehmlich in der Plazenta, im Herzen und
in den Lungen sezerniert und bindet an VEGFR-1 und NRP-1 sowie NRP-2. Die
angiogenetische Rolle von PIGF erwies sich in vielen Studien als unsicher und
uneinheitlich. Man nimmt an, dass der angiogenetische Effekt durch Potenzierung der
Aktivitdt von VEGF-A zustande kommt. Mehrere Mechanismen kdnnten dabei eine
Rolle spielen. Zum einen kénnte die Verdrdngung von VEGF-A von den VEGFR-1
Rezeptoren deren vermehrte Bindung an VEGFR-2 erklaren. Des Weiteren kdnnten
die Transphosphorisierung von VEGFR-2 durch VEGFR-1 durch einen intrazellularen
,crosstalk® oder die PIGF/VEGF-A Dimerisierung und Aktivierung der beiden
Rezeptoren eine Rolle spielen. Ein Ausschalten des 800 Kb langen Gens in Mausen
fuhrte phanotypisch zu keinen Auffalligkeiten. Jedoch erholten sich die Mause sehr
schwach vom experimentell gesetzten Herzinfarkt und bildeten schwache
Kollateralkreisldufe nach Extremitatenischamie (94, 104).

Fiedler et al. (36) stellten eine funktionale Rolle von PIGF und VEGF-A bei der

Rekrutierung von mesenchymalen Vorlduferzellen im Rahmen der Ossifikation fest.
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VEGF Rezeptoren

Die Endothelzellen sekretieren drei verschiedene Rezeptoren, die auch von anderen
Zellen gebildet werden kénnen und zu der Tyrosinkinase Familie (RTK) gehdren (siehe
Abbildung 2). Diese sind gekennzeichnet durch eine extrazelluldare Domane, eine

transmembrane Region und einer intrazellularen Tyrosinkinase-Doméane (34).

Ig-like

pESE VEGF Q)

inding =

domain binding

Tyrosine< 1 [

kinase P

domain I Ee-v I !‘ Y-®
VEGFR-1 (Flt-1) ) ¥
VEGFR-2 (FIk-1/KDR) Activated receptor
VEGFR-3 (Flt-4) ¥

Angiogenesis

Abbildung 2: Die VEGF Rezeptorfamilie. Bestehend aus 7 extrazellularen
immunglobulin-like loops, einer transmembranen Region und einer intrazellularen
Tyrosinkinase-Domane. Die Bindung von VEGF (blaue Kreise) an die extazellularen
Domane flhrt zur Dimerisierung der Rezeptoren und damit zur Autophosphorisierung
der Tyrosinreste (-Y-P).

Quelle: Gerald McMahon (72)

Der VEGFR-1 Rezeptor, auch bekannt als Fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1), bindet mit
hoher Affinitdt VEGF-A, VEGF-B und PIGF, besitzt aber eine schwache mitogene
Wirkung und eine geringe Kinaseaktivitat. Die genaue Funktion des Rezeptors wird
kontrovers diskutiert, zum Teil bedingt durch die unterschiedlichen Funktionen
verschiedener Zellen und deren Entwicklungsstand. VEGFR-1 besitzt einen
chemotaktischen Effekt auf Entzindungszellen und auf mesenchymalen
Vorlauferzellen im Rahmen der Ossifikation (36, 94). Aus Studien von Fong et al. (38,
39) ist bekannt, dass wahrend der friihen embryonalen Entwicklung der Rezeptor
essentiell fir die Organisation der embryonalen GefalRe, aber nicht fir die

Differenzierung der Endothelzellen verantwortlich ist. Die genmutierten Mause starben
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im Uterus zwischen Tag 8,5 und 9,5 an UbergroRen, stark vermehrten und
disorganisierten Endothelzellen. Folglich glaubt man, dass der Rezeptor eine
antagonistische Rolle bei der Angiogenese spielen kann. Dabei scheint die 10-fach
erhohte VEGF Affinitdt der extrazellularen Domane gegenuber VEGFR-2 (s.u.)
ausschlaggebend fir die antagonistische Funktion des Rezeptors zu sein (50). Heute
weill man, dass eine erhohte freildsliche Form der extrazelluldren Domane (sFIt1),
welche die Wirkung von VEGF und PIGF antagonisiert, zur Pathogenese der
Praeklampsie beitragt (64, 70). Die Tyrosinkinaseaktivitat ist hauptsachlich flr das
Induzieren von Proteasen (uPA, tPA, MMp9) in der Extrazellularmatrix (ECM) und
anderen Wachstumsfaktoren sowie fir die monozytale Chemotaxis mitverantwortlich
(34).

Gerber et al. (41) fanden heraus, dass im Gegensatz zu Flk-1 (VEGFR-2) das Flt-1
Gen einen hypoxia-inducible enhancer in der Promotorregion besitzt, das bei Hypoxie
direkt aktiviert und hoch reguliert wird. Neben Endothelzellen wird der Rezeptor auch
auf anderen Zellen exprimiert, unter anderem auf Perizyten, Monozyten, Makrophagen,

Osteoblasten und hdmatopoetischen Stammzellen etc. (94).

Fir die mitogenen, angiogenen und permeabilitdtssteigernden Effekte von VEGF sind
die VEGFR-2 Rezeptoren verantwortlich (34).

Neben VEGF-A binden auch VEGF-C und VEGF-D an diesem Rezeptor an. Er wird
von vielen Zellen wie Endothelzellen, zirkulierenden endothelialen Vorlauferzellen,
hamatopoetische Stammzellen, neuronale Zellen und Osteoblasten gebildet (51). Der
auch als KDR (Kinase insert Domain Receptor) oder Flk-1 (Fetal liver kinase 1)
bekannte Rezeptor spielt eine essentielle Schlisselrolle in der Vaskulogenese und
Angiogenese wahrend der embryonalen Entwicklung. Das Fehlen des Rezeptors endet
mit dem Tod des Embryos zwischen den Tagen 8,8 und 9,5 im Uterus (34). Wahrend
der Embryogenese werden VEGFR-2 in hohen Konzentrationen von Angioblasten
gebildet, die im Verlauf der weiteren Entwicklung kontinuierlich abnehmen und bei
erneuten physiologischen und pathologischen Prozessen wieder hoch reguliert werden
(51). Wie schon oben erwdhnt, wird dieser Rezeptor anders als bei Flt-1 nicht direkt
durch die Hypoxie, sondern wahrscheinlich auf parakrinem Weg durch
Entzindungsfaktoren hoch reguliert (41). Auch besitzt der Rezeptor anders als Flt-1
eine hohe Kinaseaktivitat und eine hohe mitogene Wirkung, dafir bindet es VEGF mit

einer geringeren Affinitat als FIt-1 (50).
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VEGF-C und VEGF-D binden an den VEGFR-3 Rezeptor (Fms-like tyrosine kinase-4,
Fit-4) an, der wdhrend der Embryogenese auf allen Endothelzellen exprimiert wird und
an der BlutgefaBbildung beteiligt ist. Postnatal bleibt FIt-4 auf lymphatische
Endothelzellen beschrankt und induziert dort die Lymphangiogenese (94). Das Fehlen
des Rezeptors in Mauseembryos fuhrte zum Tode am Tag 9,5 bedingt durch gréRere,
unorganisierte GefalRe und kardiovaskulare Missbildungen. Diese kdnnten durch die
ausgefallene direkte Wirkung des Rezeptors oder indirekt durch die vermehrte Bindung
von VEGF-C und VEGF-D an VEGFR-2 erklart werden (26). Makinen et al. (68) konnte
erfolgreich durch eine flissige (,soluble) Form des Rezeptors die Lymphangiogenese
der Haut von Mausen erfolgreich blockieren. In einer weiteren Studie von He et al. (49)
konnte durch die Blockade des VEGFR-3 die regionale Lymphknotenmetastasierung

unterdriickt werden, was zu gro3en Hoffnungen in der Krebstherapie Anlass gibt.

Neuropilins (Nrp-1 und Nrp-2) sind an der immunologischen und neuronalen
Entwicklung beteiligt und spielen auch eine wichtige Rolle bei der VEGF induzierten
Angiogenese. In der Neurogenese binden die Rezeptoren Semaphorine, die die
axonale Fuhrung unterstitzen (94).

Nrp-1 bindet VEGF-Ais5, VEGF-B und PIGF und wird hauptsachlich von Arterien
freigesetzt. Ferner wirkt es als Co-Rezeptor, das die Effektivitat der Signaltransduktion
von VEGFR-2 verbessert. Man geht heute davon aus, dass dieser Rezeptor fur die
Entstehung des kardiovaskularen Systems ndétig ist, weil es auch den VEGF-Asgs-
Spiegel regelt (94).

Nrp-2 dagegen bindet VEGF-As, VEGF-C und PIGF und scheint eine geringere
Bedeutung zu haben als Nrp-1. Mause ohne diesen Rezeptor hatten eine normale
Gefalbildung. Der Rezeptor wird hauptsachlich von venésen und lymphatischen

Endothelzellen sezerniert (104).
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Regulation und Aufgaben von VEGF

Das VEGF Gen wird durch viele unterschiedliche und komplizierte Mechanismen
aktiviert und reguliert, dabei sind die Hypoxie und Hypoglykdmie wichtige und starke
Stimuli far die VEGF-Induktion (82). Der Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF1), aktiviert
durch pO, Abnahme, bindet an die Promotorregion des VEGF-Gens und induziert
dessen Transkription (33, 82). Dieser Mechanismus ist ahnlich dem der Erythropoetin-
Regulation (45). AuBBerdem kann die VEGF Expression durch viele Zytokine,
Wachstumsfaktoren und andere extrazelluldare Moleklle moduliert und reguliert
werden. Der Fibroblast Growth Factor-4 (FGF-4), der Platelet Derived Growth Factor
(PDGF), der Tumor Necrosis Factor a (TNFa) und einige Interleukine kénnen die
VEGF- Produktion potenzieren. Auch kann Stickstoffoxid (NO), das durch VEGF selbst
induziert wird, durch eine positive Ruickkopplung die VEGF-Bildung steigern (82). Ein
weiterer Mechanismus, der von Tumoren verwendet wird, ist die Inaktivierung von
Tumorsuppressor-Genen wie p53 oder die Aktivierung von Onkogenen durch Mutation
(33, 89).

Aus den beiden Studien von Ferrara et al. (31) und Carmeliet et al. (18) geht hervor,
dass VEGF eine essentielle und lebensnotwendige Rolle in der fetalen Vaskulogenese
und der Angiogenese in der Maus spielt. Der Wachstumsfaktor ist fur die Proliferation
und Migration von Endothelzellen und somit flr die GefaRbildung entscheidend (94).
Bis zur Rekrutierung von Perizyten und der Reifung der neuen Gefalie férdert VEGF
das Uberleben der Endothelzellen durch die Induktion der Anti-Apoptose-Proteine Bcl-
2 und A1 (B-cell lymphoma) in Endothelzellen (34). Es wurde gezeigt, dass schon die
Inaktivierung eines VEGF-Allels zum Tod des Embryos zwischen dem 11. und 12. Tag
fuhrte. Es wies schwere Entwicklungsanomalien, eine defekte Vaskularisation in
verschiedenen Organen und eine deutliche Verringerung der kernhaltigen roten
Blutzellen auf. Daraus lasst sich schlielen, dass VEGF nicht nur die Vaskulogenese,
sondern auch die frlthe Hamatopoese reguliert (89). Postnatal sinkt der VEGF-Spiegel
zunehmend in ruhenden Endothelzellen (EC) bis auf ein Minimum, erhdhte Spiegel
findet man physiologisch unter anderem im weiblichen Reproduktionstrakt (32, 107)
oder im Rahmen der proliferativen Phase der Wundheilung (84). VEGF besitzt nicht
nur angiogenetische Eigenschaften, vor kurzem wurden ihm auch neurotrophische und
neuroprotektive Eigenschaften sowie die Stimulation der Neurogenese zugeordnet

(56). AuRBerdem kann eine systemische Gabe des Faktors zu einer dosisbedingten

21



Einleitung

Auswirkung auf das Herzkreislaufsystem flhren. Bedingt durch die Induktion der
endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) und der erhéhten Produktion von NO
entsteht eine Vasodilatation mit Permeabilitatssteigerung und anschlielendem
Absinken des mittleren arteriellen Druckes mit reflektorischer Tachykardie (124).

Viele pathologische Erkrankungen wie die Diabetische Retinopathie, Endometriose
und andere Entziindungen wie die Rheumatoide Arthritis sind mit erhdhter Bildung von
VEGF m-RNA assoziiert (33). Einen ganz entscheidenden Platz nimmt die
Tumorpatholgie ein, die nach der Entdeckung dieser Assoziation einen grofden Stein in
der weiteren Tumorforschung nach antiangiogenetischen Therapeutika ins Rollen
brachte, bis heute wird daran noch intensiv geforscht (89). Einer der ersten
monoklonalen Antikdrper fur die Behandlung des Kolonkarzinoms war Bevacizumab
(Avastin®) (94). Heute hat Avastin® einen festen Stellenwert bei der Behandlung der
feuchten, altersabhangigen Makuladegeneration.

Ferner stehen heute Rezeptorinhibitoren wie PTK787 zur Verfigung, die sich aber
noch in der lll. Phase der Forschungs-Studien befinden (89).

In der Kardiologie gilt VEGF als Hoffnungstrager bei myokardialer Ischamie und
peripheren Gefalverschlusserkrankungen (89). Viele Studien brachten Ansatze und

Erfolge, an denen heute weitergeforscht wird (102, 103).

1.3.1 VEGF in der Frakturheilung

Die Knochenbildung beginnt in der frihen fetalen Entwicklung und unterliegt einem
stdndigen Umbau im adulten Koérper. Die sekundare Knochenheilung und damit die
Kallusbildung in unserem Versuch hat eine groe Ahnlichkeit mit der physiologischen
Knochenbildung, der enchondralen Ossifikation, wahrend der Embryogenese (30).
Jede Knochenverletzung, sei es durch eine Fraktur oder eine Osteotomie, fuhrt zu
einer Durchblutungsunterbrechung und damit zur Ischdmie. Eine ausreichende
Durchblutung sowie Stabilisierung des Bruches sind aber essentielle Voraussetzungen
fur die Heilung einer Fraktur (97).

VEGEF ist ein fundamentaler Faktor flr die enchondrale Ossifikation (16). Street et al.
(99) bewiesen durch ihre Studie an Mausen mit femoralen Frakturen und kortikalen
Knochendefekten, dass VEGF fir die Knochenheilung und Mineralisierung essentiell
ist und zwar sowohl bei der primaren als auch bei der sekundaren Knochenheilung. In

einem anderen von ihnen durchgefihrten Versuch stellten sie bei einem segmentalen
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Defekt von Kaninchen Radii fest, dass die externe VEGF-Gabe eine signifikante
kndcherne Uberbriickung des Defektes im Gegensatz zur Kontrollgruppe bewirkte (99).
Auch Pacicca et al. (85) kamen bei ihrer Distraktionsstudie zu dem Ergebnis, dass es
einen engen Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF, der
Neovaskularisation und der Knochenbildung gibt. Durch die VEGF-Produktion werden
Endothelzellen angelockt, die die Blutgefalbildung in den avaskuldaren Chondrozyten
im Kallus fordern. Per Hypertrophie der Chondrozyten werden hohe Spiegel von VEGF
freigesetzt, danach gehen diese in den programmierten Zelltod (Apoptose) Uber. Die
untergegangenen Chondrozyten werden von Osteoklasten/Chondroklasten abgebaut
und durch Osteoblasten ersetzt, die die Knochenbildung induzieren (42). Die Blockade
der VEGF-Wirkung in einem Ma&usemodell zeigte ein reversibles Ausbleiben der
enchondralen Ossifikation und damit des Langenwachtums bzw. der kndchernen
Umwandlung des Kallus (43).

Pufe et al. (88) beobachteten, dass VEGF im Kallus ausgeschieden wurde und im
gesunden Knochen nicht bzw. nur unbedeutend gering nachzuweisen war. Ferner
fanden sie heraus, dass in der frlihen Phase der Knochenheilung VEGF fir die
Revaskularisierung der Frakturumgebung verantwortlich ist. Die durch die Fraktur
einwandernden Thrombozyten und Entziindungszellen produzieren VEGF und andere
Wachstumsfaktoren wie den Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) und den Fibroblast
Growth Factor-2 (FGF-2), die wiederum das Einwandern von Endothelzellen bewirken.
VEGF spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Chondrozyten und
Osteoblasten aus mesenchymalen Vorlauferzellen. Die Quelle dieser Vorlauferzellen
ist noch fragwurdig. Man nimmt an, dass das umliegende Knochenmark und das
Periost der Ausgang dieser Zellen sind. Die Obliteration der Knochenmarkhéhle und
das Entfernen des Periosts flhrt zu einer verlangerten Knochenheilung (67). Fiedler et
al. (36) testeten VEGF-A, VEGF-C, VEGF-E und PIGF sowie deren entsprechende
Rezeptoren auf ihren chemotaktischen Effekt, Osteoblasten aus mesenchymalen
Vorlauferzellen zu rekrutieren. Dabei fanden sie heraus, dass nur VEGF-A und PIGF
einen dosisabhangigen Effekt auf die Vorlauferzellen hatten, wahrscheinlich bedingt
durch ihre Fahigkeit, an VEGFR-1 zu binden.

VEGF wirkt auch chemotaktisch auf Osteoklasten (29, 83) und Osteoblasten (71) und
beeinflusst ihre Aktivitat (99). Es induziert direkt und indirekt die Proliferation und
Differenzierung der Osteoblasten durch die Stimulation der Endothelzellen, spezifische

Wachstumsfaktoren zu produzieren (36).
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1.3.2 VEGF in der Weichteilkonsolidierung

Die aus dem Mesoderm entstehende Skelettmuskulatur ist ein hoch regeneratives
Gewebe, das auch nach wiederholten Verletzungen die Fahigkeit zur kompletten
Regeneration besitzt (96).

Direkt nach einer Verletzung kommt es zu einer Hyalinisierung und Vakuolisierung der
Myofibrillen. Je nach Auspragung der Verletzung und die der versorgenden Blutgefalle
kommt es zum Hamatom und/oder zu einem interstitiellen Odem mit Infiltration von
Entziindungszellen (96). Die Neutrophilen Granulozyten (1-6 h post Trauma) sind die
ersten Entzindungszellen vor Ort, gefolgt von den Makrophagen (>48 h post Trauma),
die die nekrotischen Myofibrillen phagozytieren und die Muskelregeneration einleiten
(20, 96).

An der Muskelregeneration sind mehrere Zellen beteiligt, wobei die Satellitenzellen die
Hauptrolle spielen (96). Die Herkunft dieser Zellen wird kontrovers diskutiert. Man
nimmt an, dass ein Grof3teil dieser Zellen mesodermale Vorlauferzellen sind, die sich
nicht weiter differenziert haben und zwischen Sarkolemm und Basalmembran
lokalisiert sind. Ein anderer, kleinerer Teil entsteht vermutlich aus dem Knochenmark
und aus anderen vaskuldren Komponenten (Endothelzellen, Perizyten und
Mesoangioblasten) (20, 96). Viele Daten zeigen, dass die Satellitenzellen nicht
myogenspezifisch sind, denn sie lassen sich in vitro auch in einem osteogenen
Prozess einleiten oder sich zu Adipozyten differenzieren (20). Die Aktivierung dieser
Zellen fuhrt zur Proliferation in den ersten 2 bis 3 Tagen und zur Differenzierung dieser
Zellen zu Myoblasten, die wiederum Myofibrillen bilden und die Verletzung binnen zwei
Wochen regenerieren. Ein kleiner Teil dieser proliferierten Satellitenzellen verharrt in
diesem Zustand fur die nachste Verletzung (96).

Auch andere Stammzellen sind an der Muskelregeneration beteiligt, jedoch zu einem
kleinen, gering effektiven Prozentsatz. Diese befinden sich entweder im Muskel selbst
(,muscle-derived stem cells“) oder werden aus dem Knochenmark oder anderen
Geweben (,non muscle-derived stem cells®) rekrutiert. Die Stammzellen kdnnen sich
sowohl zu Satellitenzellen differenzieren und so den Pool wieder auffullen als auch
direkt zu Myoblasten differenzieren und so die verletzten Myofibrillen direkt ersetzen
(20, 96).
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Eine entscheidende Voraussetzung flir eine erfolgreiche Weichteilkonsolidierung ist die
Revaskularisierung des traumatisierten Bereichs und deren Reinnervierung durch
Nervenzellen (20, 54). Auch hier spielt VEGF eine wichtige Rolle, wie auch bei der
Muskelregeneration sowie dessen Uberleben bei Ischamie.

Rissanen et al. (91) fuhrten eine Studie an acht ischdmisch betroffenen Personen und
20 Neuseeland-Kaninchen durch. Dabei kamen sie zum Ergebnis, dass eine akute
Ischdmie zur diffusen Bildung und Ausschiuttung von VEGF und VEGFR-2 in
betroffenen Muskelzellen und Makrophagen flihrte. Diese Zellen besalien auch hohe
Spiegel von HIF-1a, das bekanntlich bei Hypoxie zur Hochregulation von VEGF und
VEGFR-1 fuhrt.

Da Makrophagen VEGFR-1 auf ihrer Oberflache ausscheiden, werden diese von
VEGF chemotaktisch angelockt (9). Makrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der
Beseitigung von Muskeltrimmern sowie bei der Muskelregeneration durch die
Induktion von verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren (20).

Ferner beobachteten sie, dass bei einer chronischen Ischamie und sich von der
Ischamie erholenden Muskelzellen die VEGF und VEGFR-2 Produktion nur in
atrophischen und regenerierenden Muskelzellen bzw. —fibrillen zu verzeichnen war,
jedoch nicht in normalen bzw. gesunden Muskelzellen. Auflerdem waren diese
Regionen auch von Entzindungszellen (Monozyten-Makrophagen) infiltriert und
besallen eine erhdhte Anzahl von kapilldren BlutgefaRen. HIF-1a lie3 sich in
atrophischen Muskelzellen nachweisen, jedoch in geringerer Dosis als bei akuter

Ischamie (91).

Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch die Arbeitsgruppe von Germani et al. (44). Sie
fanden heraus, dass VEGF sowie Flt-1 und Flk-1 sowohl in ruhenden als auch in
aktivierten Satellitenzellen und sich regenerierenden Muskelfibrillen exprimiert wurden.
Aullerdem beobachteten sie, dass in Verbindung mit VEGF eine Reduktion der
Apoptose in Myoblasten zu verzeichnen war, die sich schliefdlich zu Myofibrillen
zusammenschlossen. Sie stellten aulRerdem fest, dass VEGF neben Makrophagen

auch auf myogene Vorlauferzellen einen chemotaktischen Effekt austibt.
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1.4 Das Kompartmentsyndrom

Ein Kompartmentsyndrom ist eine haufige und ernstzunehmende Komplikation, das bei
Fehldeutung oder unerkannt, zu bleibenden Schaden und im schlimmsten Fall zum
Tod fuhren kann (11).

Auf den Unterschenkel bezogen wird per Definitionem ein erhdhter Gewebedruck
innerhalb eines Muskelkompartments bzw. einer Faszienloge beschrieben, der zur
myoneuralen Anoxie und daraus folgend zu neuromuskularen Funktionsausfallen und
Muskelnekrose fuhrt (21).

Die ersten Komplikationen nach Frakturen und konstringierenden Verbanden wurden
erstmals von Volkmann ab 1881 dokumentiert (114). Uber die erste chirurgische
Therapie wurde erst sieben Jahre danach von Petersen berichtet. Die erste

durchgeflhrte experimentelle Studie wurde von Jepson 1926 gemacht (106).

Die Anatomie des Unterschenkels

Der menschliche Unterschenkel besitzt vier Kompartimente bzw. Faszienlogen.

Das ventrale Kompartment wird am haufigsten durch das Logensyndrom betroffen,
wahrscheinlich bedingt durch seine begrenzenden Strukturen. Das laterale
Kompartment wird am zweithaufigsten durch ein Kompartmentsyndrom kompliziert,
meist in Assoziation mit einem anterioren Logensyndrom. Komplikationen im hinteren
Kompartment stellen eine Seltenheit dar, verglichen mit dem anterolateralen

Kompartment (11).

Die Extensorenloge bzw. das ventrale Kompartment (siehe Abbildung 3) wird ventral
durch die Fascia cruris, lateral durch das Septum intermusculare cruris anterius, dorsal
durch die Membrana interossea und medial durch die Tibia begrenzt. Drei Muskeln
werden von dieser Loge begrenzt: die ventral gelegenen Musculus tibialis anterior und
der Musculus extensor digitorum longus und der dorsal und nahezu von den beiden
ventralen Muskeln umgebende Musculus extensor hallucis longus. An weiteren
Strukturen ziehen, geschitzt durch den Tibiaknochen und die Muskulatur, die Arteria

tibialis anterior, die Venae tibiales anteriores und der Nervus peroneus profundus (81).
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Die Peroneusloge bzw. das laterale Kompartment (siehe Abbildung 3) beinhaltet die
Musculi peroneus longus et brevis sowie den Nervus peroneus superficialis am
medialen Rand des Musculus peroneus longus. Die Loge wird durch das Septum

intermusculare cruris anterior und posterior sowie Fibula umgrenzt (81).

Die tiefe Flexorenloge bzw. das dorsale tiefe Kompartment (siehe Abbildungen 3) wird
ventral durch die Membrana interossea sowie durch den Tibia- und Fibulaknochen
begrenzt. Nach dorsal umschliel3t das tiefe Blatt der Fascia cruris die tiefe
Flexorenloge. Hier verlaufen als wichtige Strukturen die Arteria peronea und die Venae
peroneae zwischen dem anterior gelegenen Musculus tibialis posterior und dem
laterodorsalen Musculus flexor hallucis longus. Die Arteria tibialis posterior, die Venae
tibialis posteriores und der Nervus tibialis liegen geschitzt zwischen dem Musculus
flexor hallucis longus, dem Musculus tibialis posterior und dem mediodorsal gelegenen

Musculus flexor digitorum longus (81).

Die oberflachliche Flexorenloge bzw. das dorsale oberflachliche Kompartment (siehe
Abbildungen 3) wird durch den ventral gelegen Musculus soleus und dem dorsal
gelegen Musculus gastrocnemius gebildet. Begrenzt wird diese Loge durch das
Septum intermusculare cruris posterior und der Fascia cruris. Zwischen den
Muskelképfen des Musculus gastrocnemius zieht der Nervus cutaneus surae medialis.
Als weitere Struktur beinhaltet die Loge die Sehne des Musculus plantaris zwischen

dem Musculus soleus und dem Caput mediale des Musculus gastrocnemius (81).
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A. tibialis anterior, Vv. tibiales anteriores
und N. peroneus [fibularis] profundus

M. tibialis anterior

M. extensor hallucis longus
M. extensor digitorum longus \
N. peroneus [fibularis| superficialis ]

Fascia cruris

V. saphena magna,
N. saphenus

S M. tibialis posterior
Septum intermusculare
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M. peroneus [fibularis] longus

, : ) A. peronea [fibularis],
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Vv. tibiales posteriores,
N. tibialis

Septum intermusculare
cruris posterius

Fibula M. flexor hallucis longus

N. cutaneus surae lateralis
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Fascia cruris (tiefes Blatt)
M. soleus
M. gastrocnemius, caput laterale

Fascia cruris
M. plantaris, tendo

M. gastrocnemius, caput mediale

. N. cutaneus surae medialis
Ramus communicans peroneus [fibularis]

des N. cutaneus surae lateralis
V. saphena parva

Abbildung 3: Querschnitt durch den Unterschenkel zur Darstellung der Anatomie
Quelle: Frank H. Netter (81)

Atiologie und Pathophysiologie

Es gibt eine Vielfalt von atiologischen Faktoren, die ein Kompartmentsyndrom bzw. ein
Logensyndrom auslésen kénnen. Zu erklaren ist das meistens durch zwei grobe
pathophysiologische Mechanismen. Zum einen fihrt die Vermehrung des
Kompartmentinhaltes zur Drucksteigerung im betroffenen Kompartment (14), was
haufig bei vasalen Verletzungen und daraus folgenden Blutungen sowie Odembildung
der Muskulatur nach Verletzungen und lang anhaltenden Ischdmien moglich ist.
Weiterhin kénnen auch Frakturtherapien und Verbrennungen sowie eine intravendse
Drogenapplikation zum Kompartmentsyndrom beitragen (61). Auch intensive
muskulare Anstrengungen (61), Schlangenbisse (61) und paravasale Infusionen (69)
kénnen durch Volumenzunahme ein Kompartmentsyndrom auslésen.

Zum anderen kann auch die Analogie, namlich die Verminderung des
Kompartmentvolumens, zur Gewebsdrucksteigerung flihren (14). Das ist bei
konstringierenden Verbanden und Gipsverbanden sowie Einklemmungen haufig der
Fall (61). Ferner kdnnen auch UbermaRige Extension von Frakturen (14) und zirkulare

Verbrennungen (65) dazu beitragen.
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1.4.1 Das akute Kompartmentsyndrom

Das akute Kompartmentsyndrom ist mit bis zu 40% eine besonders haufige
Komplikation bei Tibiaschaftfrakturen (61, 65, 73). Ungefahr 23% der akuten
Kompartmentsyndrome sind durch Verletzungen des Weichteilgewebes verursacht,
ohne die Koinzidenz einer Fraktur (61). Trimmerbriiche besitzen aufgrund der hohen
Trauma-Energie eine hdéhere Neigung zur Entwicklung eines Logensyndroms (106).
Als Weiteres kdnnen offene Frakturen ebenfalls ein Kompartmentsyndrom entwickeln,
auch wenn das betroffene Kompartment durch die Verletzung freiliegt. Jedoch werden
geschlossene Frakturen weitaus haufiger durch ein Logensyndrom kompliziert (61,
106). Die Inzidenz fur ein Kompartmentsyndrom liegt nach Kdostler et al. (61) fur
geschlossene Frakturen zwischen 1% und 29% und fir offene Frakturen zwischen 1%
und 10%. Besonders betroffen von dieser Komplikation sind junge mannliche
Patienten, wobei die Inzidenz mit zunehmendem Alter abnimmt. Als mdgliche Griinde
fur ihre Beobachtungen werden von McQueen et al. (73) einerseits das grofRere
Muskelvolumen junger Manner im Vergleich zu alteren Menschen und weiblichen
Patienten, andererseits der mit dem Alter steigende Blutdruck, der protektiv auf die
Entstehung eines Kompartmentsyndroms wirkt, genannt.

Auch jede Revaskularisierung eines zuvor ischdmischen Abschnitts des
Unterschenkels kann zu einem Logensyndrom fuhren (61), sei es traumatisch bedingt
oder durch eine bestimmte Lagerung in der Steinschnittlage (11), Trendelenburg (61)
und Lloyd Davies Position oder nach Anlage eines Tourniquet (108). Die Inzidenz ist je
nach Ursache der Ischdmie unterschiedlich und von ihrer Dauer abhangig. Koéstler et

al. (61) schatzt die Inzidenz nach Reperfusion zwischen 0% und 21% ein.

Die Pathophysiologie des Kompartsyndroms ist sehr komplex, da unterschiedliche
Mechanismen simultan arbeiten (11).

Der Logendruck liegt unter physiologischen Bedingungen unter 10 mmHg (11) und der
Perfusionsdruck Uber 70 bis 80 mmHg (61, 123). Ein Kompartmentdruck zwischen 20
mmHg und 30 mmHg fuhrt zu Schmerzen und Parasthesien (11), ein anhaltender
Druck Uber 30 mmHg bis 40 mmHg zu irreversiblen Schadden an Nerven und
Muskelgewebe nach sechs bis zwolIf Stunden (106, 123).

Die kapillare Durchblutung ist proportional zum arteriellen Blutdruck abziglich des
vendsen Blutdrucks. Umgekehrt ist auch die kapillare Durchblutung proportional zum

GefaRwiderstand. Jede Anderung des Verhéltnisses fiihrt zur Ischamie, die folglich
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eine Hypoxie ausldst und die betroffenen Zellen zum anaeroben Stoffwechsel zwingt.
Durch diese Stoffwechsellage entstehen Abbauprodukte, die durch die Ischamie nicht
abtransportiert werden kénnen. Als weitere Folge der Ischdmie werden Endothelzellen
geschadigt, die das Austreten von Plasma und die Bildung eines interstitiellen Odems
verursachen, was den Kompartmentdruck zusatzlich erhdht. Hierbei hangt der Grad
der Endothelschadigung mit der Dauer der Ischamiezeit zusammen (11).

Kommt es nach der Ischamie zur Reperfusion, beginnt der aerobe Stoffwechsel. Durch
die Bildung von Prostaglandin, NO und die Aktivierung des Komplementsystems sowie
andere Mechanismen zur Regulierung des GefalRwiderstandes, kdnnen freie Radikale
entstehen, die das Endothel weiter schadigen und ein Reperfusionssyndrom bzw.
(Post-) Tourniquet-Syndrom auslésen kénnen (11, 108). Das Reperfusionssyndrom ist
in der Kardiologie und Phlebologie bei Infarkten gut bekannt (106).

Als Gegensteuerung und zur Verhinderung des weiteren Austretens von Plasma
werden weitere Mechanismen aktiviert, die die Durchblutung zusatzlich verschlechtern.
Hierzu gehoéren die Vasokonstruktion, die vermehrte Thrombozytenaggregation, die
mikrovaskulare Obstruktion, die Thrombose und die lokale Entztindung (11, 108).

Eine weitere Schadigung der Muskulatur mit fortschreitender Zelllyse kann eine
systemische Entziindung ausldsen und in einer Myoglobulinurie, metabolische Azidose
und Hyperkalidmie bis zum Nierenversagen und Multiorganversagen fohren (11).

Das menschliche Gewebe reagiert verschieden auf Hypoxie. Am sensibelsten reagiert
das sensorische Nervengewebe, gefolgt vom motorischen Nervengewebe, der

Muskulatur und der Haut. Zuletzt reagiert der Knochen auf die Hypoxie (11).

Die Patienten klagen zunéachst Uber Sensibilitdtsausfalle, die zunehmend mit weiteren
neurologischen Defiziten und Muskelfunktionsstérungen einhergehen. Das klassische
Leitsymptom dieser Komplikation ist ein brennender, bohrender Schmerz, der bei
passiver Dehnung der entsprechenden Muskelgruppe zunimmt. Die betroffene
Muskelgruppe ist druckdolent und verhartet mit gelegentlicher Hautrétung und
Spannungsblasen Uber dem betroffenen Areal. Die Fulipulse sind bei einem
Kompartmentsyndrom, wenn eine vaskulare Verletzung als Ursache auszuschliel3en
ist, tastbar, da der Kompartmentdruck in seltenen Fallen den arteriellen Blutdruck
Ubersteigt (11, 61, 106, 123).
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Die frlhe Diagnosestellung ist zur Verhinderung eines  manifesten
Kompartmentsyndroms und auch fur den Ausgang der Komplikation von
entscheidender Bedeutung. Je langer mit einer Therapie gewartet wird, desto
schlechter fallt das Endergebnis aus (61, 65, 93).

Wie Ublich in der Diagnostik, kann eine klinische und/oder eine apparative Diagnostik
vorgenommen werden.

Bei einem bewusstseinsklaren Patienten ist die klinische Untersuchung flir die
Diagnose des Kompartmentsyndroms oft ausreichend (14, 61, 106). Dabei nimmt die
Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen eine Logensyndroms mit der Anzahl der
vorhandenen klinischen Symptome exponentiell zu (110).

Probleme treten jedoch auf, wenn wenige bzw. unspezifische Symptome vorliegen, wie
es bei einem drohenden Kompartmentsyndrom der Fall sein kann. Ist der Patient nicht
bei vollem Bewusstsein oder hat weitere diagnose-erschwerende Erkrankungen oder
gibt es Unklarheiten, greift man auf objektive, apparative Methoden zuriick (11, 61,
123).

Hier dient die Intrakompartmentdruckmessung (ICP) als erfolgreiche minimalinvasive
Standardmethode, weil der Gewebsdruck die erste essentielle Manifestation des
Logensyndroms ist. Der Vorteil bei dieser Methode liegt, je nach Messtechnik, in der
einfachen und schnellen Handhabung. Auch sind Langzeitmessungen bei gefahrdeten
Patienten moglich, um ein drohendes Kompartmentsyndrom rechtzeitig zu therapieren.
Leider gibt es keinen einheitlich akzeptierten kritischen Wert fur die Indikation einer
Fasziotomie, bedingt durch die interindividuellen Unterschiede der Patienten und der
verwendeten Messapparatur sowie der Hohe des Blutdrucks. Hypotensive bzw.
Schockpatienten benétigen einen niedrigeren Gewebsdruck, um ein Logensyndrom
auszuldsen (11, 14, 61, 106).

Grundsatzlich lassen sich zwei Messprinzipien der Intrakompartmentdruckmessung
unterscheiden.

Eine der ersten Methoden der Druckmessung wurde 1975 von Whitesides et al. (116)
entwickelt, die mit Hilfe eines Manometers und einer Wassersaule den
Kompartmentdruck tbertragt. Dabei liegt im Kompartment eine Punktionskanile, an
einer Wassersaule angeschlossen, welche (ber einem Dreiwegehahn mit einer
luftgefiiliten Spritze sowie einem Manometer verbunden wird. Der Druck, der aufgebaut
werden muss, um die Fllssigkeitssaule Richtung Kompartment zu bewegen, wird auf

dem Manometer abgelesen (Abbildung 4).
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Diese einfache Messapparatur konnte durch andere Wissenschaftler weiter verbessert
werden, wobei die Methodik des flissigkeitsgefiiliten Messsystems beibehalten wurde.
Eine direkte und einfache Methode zur Kompartmentdruckmessung kann mit Hilfe
eines piezoelektrischen Systems erfolgen. Hierbei bedient man sich der Entdeckung
der Gebriuder Curie 1880, dass piezoelektrische Koérper durch Krafteinwirkung eine
elektrische Spannung erzeugen (120). Der Druck im Kompartment wird mittels
elektrischer Umwandlung auf das Gerat angezeigt. Eine Kalibrierung des Gerates ist
nicht notwendig und der verwendete Katheter kann sterilisiert und wieder verwendet

werden. Aullerdem lassen sich Langzeitmessungen damit durchfihren (122).

Eine nicht invasive Diagnostikmethode, die die Ischamie anhand des Redoxstatus des
Hamoglobins misst, ist die Nahinfrarotspektroskopie (NIRS), die leider nur bis zu einer
Tiefe von bis zu 4 cm eindringen kann, aber das Beurteilen des tiefen hinteren
Kompartments erschwert (11, 61). Diese Methode hat bei der Diagnostik des
funktionellen Kompartmentsyndroms als eine schnelle Alternative fur die invasive
Intrakompartmentdruckmessung einen Erfolg versprechenden Vorteil (109), hat sich
aber fUr die Diagnostik der akuten Form noch nicht etabliert (61, 65).

Als eine weitere, hilfreiche Methode zur Unterscheidung zwischen ischamiebedingter

Parese und proximaler Nervenlasion dient die Elektronervenstimulation (123).
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Mit Hilfe einer Magnetresonanztomographie (MRT) lassen sich Veranderungen bei
einem manifesten Kompartmentsyndrom nachweisen und damit kann zwischen einem
Kompartmentsyndrom und einer Neuropathie (65) unterschieden werden. Jedoch
lassen sich beginnende Veranderungen bei einem drohenden Kompartmentsyndrom
nur schwer nachweisen (61). Das MRT ist ein kommendes Verfahren bei der Diagnose
des chronischen Kompartmentsyndroms (12).

Die Dopplersonographie kann bei Darstellung von arteriellen und vendsen
Verschlissen hilfreich sein (65). Einige Autoren beflirworten diese non-invasive
Methode zur Diagnostik eines akuten Kompartmentsyndroms (ACS), weil sie einfach
durchzufthren und besonders fur Langzeitmessungen von Risikopatienten geeignet
ist. Dabei wird der lokalvendse Druck gemessen, der bei Zunahme eine Erniedrigung

des arterioven6sen Gradienten zur Folge hat (11).

Wenn ein Kompartmensyndrom vermutet wird, sollten alle physikalisch
konstringierenden Verbdnde und Gipsverbande erdffnet und der Blutdruck durch
Volumensubstitution gesteigert werden, um die Perfusion zu verbessern. Die Lagerung
des Unterschenkels in Herzniveau und eine zusatzliche Sauerstoffgabe kénnen die
Durchblutung und die Sauerstoffsattigung im Kompartiment verbessern (61).

Die chirurgische Spaltung des akuten Kompartmentsyndroms mit Hilfe einer
Fasziotomie ist die effektivste Behandlungsmethode, dabei hangt die Erfolgsaussicht
von der Zeit bis zur Einleitung der Therapie ab. Damit ist das Kompartmentsyndrom ein
chirurgischer Notfall (22, 61, 93).

Dabei sollten alle vier Kompartimente durch eine Zweischnitt- oder Einschnittmethode
mit oder ohne Fibulektomie gedffnet werden, um eine sichere Dekompression zu
erhalten (61, 106). Dabei ist die Inzidenz flir Komplikationen und die Rekonvaleszenz
nach Dekompression aller vier Kompartimente nicht héher als bei Offnung eines
Kompartiments (23). Auch sollte bei gleichzeitigem Vorliegen einer Fraktur die

Frakturstabilisierung mit der Fasziotomie parallel durchgefthrt werden (93).

Die Zweischnitttechnik ist eine einfache, sichere und schnelle Methode mit adaquater
Dekompression aller vier Muskellogen des Unterschenkels und dient nach Mubarak et
Owen (80) als Therapie der Wahl. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass die
Gefahr der Verletzung von nervlichen und vaskuldren Strukturen im Vergleich zu

anderen Methoden gering ist (22).
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Die perifibulare Fasziotomie mittels einer einzigen Inzision zur Eréffnung der 4
Kompartimente des Unterschenkels wurde von Cooper et al. (24) erfolgreich an sechs
Patienten durchgeftihrt. Jedoch sind der Zutritt und damit die Erdffnung des tiefen,
dorsalen Kompartments mittels dieser Methode schwierig. AuRerdem besteht bei
dieser Therapieform eine erhdhte Gefahr der Verletzung des Nervus peroneus
superficialis, besonders bei traumatisierten Patienten, bedingt durch die entstellte
Anatomie. Ferner bringt dieser Schnitt keine Vorteile, wenn eine bestehende
Knochenfraktur therapiert werden muss (14).

Die Fibulektomie ist nach Bourne und Rorabeck (14) eine ,verstimmelnde und
unndtige Prozedur. Nach Patman (86) sollte diese Technik nur angewandt werden,

wenn ein schweres Trauma vorliegt.

Auf Grund von Meinungsverschiedenheiten vieler Autoren bezlglich der Lange der
Dermatotomie flir eine adaquate Dekompression der vier Muskellogen des
Unterschenkels, wurde in vielen Studien die Lange der Hautinzision mitbertcksichtigt
(22). Jensen et Sandermann (55) untersuchten die subkutane Hautinzision in der
Zweischnitttechnik und beobachteten, dass 13 % der operierten Patienten wegen einer
unzureichenden Dekompression revidiert werden mussten. Cohen et al. (22)
verglichen eine 8 cm und eine durchschnittliche 16 cm lange Dermatotomie mittels
Zweischnittmethode miteinander. Sie kamen zum Ergebnis, dass sich mittels der 8 cm
langen Hautinzision der Kompartmentdruck nicht ad&quat senken liel} und bei
durchschnittlich 25 mmHg verharrte. Erst die Revision und eine erweiterte Dermotomie
zwischen 12 cm und 20 cm erzielte ein adaquates Ergebnis von durchschnittlich 13
mmHg. Daraus wird ersichtlich, dass die Haut einen beitragenden Effekt auf den
Kompartmentdruck besitzt und eine offene Fasziotomie flr eine adaquate

Dekompression nétig ist.

Nach der Dermatofasziotomie sollte die Muskulatur auf avitales Gewebe untersucht
und eventuell resiziert werden, um die Gefahr der Myoglobinurie und ein mdgliches

Nierenversagen zu minimieren (11, 47). Die Beurteilung nach den vier ,K's* kdnnte

dabei helfen, untergegangenes Muskelgewebe zu identifizieren:

1. Kontraktilitat,

2 Konsistenz,

3. Kolorit und

4 Kapillardurchblutung bei der Inzision.
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Nicht sicher zu beurteilendes Gewebe sollte belassen werden und ggf. mittels eines
,second looks" nachresiziert werden, da die Muskulatur, wie oben schon erwahnt, eine
hohe Regenerationskapazitat besitzt (47).

Die Wundheilung kann je nach der Lange der Hautinzision und der Dauer der
Schwellung durch eine primare und sekundare Naht oder mittels einer
Sekundarheilung mit Hilfe von Spalthaut verschlossen werden. Diese kann friihestens
drei bis vier Tage nach der Operation unter begleitender Kompartmentdruckmessung

vorgenommen werden, da eine Gefahr der Drucksteigerung noch mdglich ist (106).

Die Haufigkeit von Komplikationen nach einer Fasziotomie ist je nach Studie und
angewandter Operationsmethode sehr unterschiedlich. Es ist jedoch ersichtlich, dass
diese, wie auch die Erfolgsquote fir ein Restitutio ad integrum, von der Ischamiezeit
sowie der Héhe des Kompartmentdruckes bis zur Einleitung der Therapie abhangig
sind (2, 47, 61, 65). Typische Komplikationen sind Weichteil- und Knocheninfektion
(106), Wundinfektionen (11), Nervenverletzungen (11), Blutungen (11) und bei
fortgeschrittener Erkrankung systemische Manifestationen wie Nierenversagen, Sepsis

und Amputation sowie Tod (2, 47).

Eine nicht standardisierte Muskellogendrucksenkung lasst sich ebenso durch eine
Verklrzung der Extremitdt erzielen. Mollenhoff et al. (77, 78) konnten durch
Verkirzung des Knochens um 10 % seiner Ausgangslange einen erhdhten
Kompartmentdruck senken.

Eine weitere, jedoch nicht standardisierte, adjuvante Therapieoption ist die hyperbare
Oxygenierung (HBO-Therapie) (11). Die Oxygenierung fihrt zu einer erhohten
Sauersattigung und zur Vasokonstriktion der Gefalde in den Kompartimenten, das der
Transsudation entgegenwirkt. Studien belegen, dass durch die HBO-Therapie die
Odem- und Nekrosebildung signifikant reduziert werden konnte (106). Eine erste
Studie von Bouachour et al. (13) an unfallchirurgische Patienten in Frankreich
beobachtete eine signifikant, bessere Wundheilung ohne Weichteilnekrosen bei HBO-
therapierten Patienten.

Die Wirksamkeit von Antioxidantien wie Mannitol zur Verhinderung eines
Reperfusionssyndroms und zur Senkung des Kompartmentdruckes bei vaskularer
Ischdmie wurde in Studien an Hunden nachgewiesen. Jedoch sind die Auswirkungen

an Menschen noch unklar und benétigen der weiteren Evaluation (61, 106).
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1.4.2 Das funktionelle Kompartmentsyndrom (syn. Exertional

Compartment Syndrome)

Das funktionelle Kompartmentsyndrom I&sst sich in eine akute und eine chronische
Form einteilen, die durch Zunahme des Kompartmentinhaltes zur Symptomatik flhrt
(65). Betroffene Personen sind hauptsachlich Sportler (12) und rekrutierte Soldaten
(23), die nach bzw. wahrend eines langen Laufes oder Marsches Uber Schmerzen im

Bein klagen.

Die akute Form des funktionellen Kompartmentsyndroms kommt seltener als die
chronische Form vor und kann auch Nichtathleten treffen. Sie ist bedingt durch ein lang
anhaltendes, ungewohntes und isometrisches Training, oft vorkommend bei
athletischen und militarischen Ubungen und schon 1945 von Vogt als ,march
gangrene“ bezeichnet (2, 12, 65). Am haufigsten ist das anteriore Kompartment des
Unterschenkels betroffen, gefolgt von dem lateralen Kompartment. Anders als bei der
chronischen Form sistieren die Schmerzen nach den Ubungen nicht bzw. nehmen in
ihrer Intensitdt zu wund entsprechen damit der Symptomatik des akuten

Kompartmentsyndroms, das auch als Notfall therapiert wird (12, 65).

Das chronisch funktionelle Kompartmentsyndrom wurde erstmals von Mavor 1956
veroffentlicht, der damals einen Dbilateralen Beinschmerz ohne erkennbare
Traumatisierung bei einem FuRballspieler wahrend des Trainings beschrieb (69).

Das Vorkommen dieser Erkrankung in der Bevdlkerung und bei Sportlern ist unklar und
kann sich je nach Studie unterscheiden. Man vermutet eine Inzidenz zwischen 10%
und 60%, wobei durch die heutige Emanzipation beide Geschlechter gleichermalien
betroffen sind (12, 109).

Die Pathophysiologie dieses Syndroms ist bis dato nicht im Detail erschdopfend geklart
worden (109). Es wird angenommen, dass die wahrend des Trainings abnormal hohen
Logendricke durch ein ,non-compliant‘-fahiges Kompartiment zu begriinden sind, das
die entstehende Volumenzunahme der Muskulatur durch eine erhéhte Durchblutung
und Odembildung nicht kompensieren kann, und es dadurch zu einer transienten
Ischamie und Schmerzen kommt. Ferner hypertrophiert die Muskulatur bei chronischen

Ubungen, was eine Verkleinerung des Logenraums zur Folge hat (12).
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Die Symptome treten zu 80% bis 95% bilateral auf, wobei zu 40% bis 60% das
anteriore  Kompartment betroffen wird, gefolgt von dem tiefen und hinteren
Kompartment. Die Patienten klagen Uber brennende und ziehende Schmerzen, die bis
in den Ful® ausstrahlen und meist in den ersten 30 Minuten nach Trainingsbeginn

entstehen. Die Symptome sistieren nach Beendigung der Ubung (12).

Die Diagnose besteht aus Anamnese, Reproduktion von Symptomen und deren
klinische Untersuchung sowie aus der Intrakompartmentdruckmessung vor und nach
der muskuldren Anstrengung. Auch hier teilen sich die Meinungen der Autoren
bezlglich Operationstechnik und Héhe des Kompartmentdrucks fur die Diagnose (12,
109).

Wie so oft kann auch bei dieser Erkrankung zwischen eine chirurgische Intervention
mit Fasziotomie und einer konventionellen Therapie unterschieden werden, wobei die
konventionelle Therapieform und der von ihr zu erwartende Erfolg von vielen Autoren
kontrovers diskutiert wird (109). Sichere Erfolgsraten kénnen durch die Einstellung der
verursachenden Aktivititen und durch Fasziotomie des betroffenen Kompartments
erzielt werden, wobei sich die prozentualen Erfolgsquoten nach Fasziotomien
studienabhangig unterscheiden (12, 23). Ein Ubergang der chronischen Form in das

akute Kompartmentsyndrom ist sehr selten, bisher wurde nur ein Fall beschrieben (46).
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2. Material und Methode

21 Studiendesign

Die tierexperimentellen  Versuche der Testgruppe erfolgten an 14
Kaninchenhinterlaufen im Zeitraum von Marz 2006 bis Mai 2006.

Das Ziel dieser prospektiv angelegten Studie war die Erforschung einer mdglichen
Wirkung des endothelialen Wachstumsfaktors VEGF auf die Muskel- und
Kallusregeneration nach einem kinstlich gesetzten Weichteiltrauma, in diesem Fall ein
Kompartmentsyndrom, sowie die Untersuchung auf eine Signifikanz mit einer
Kontrollgruppe (Meffert et al. 2007, Meffert et al. 2008).

Dabei wurden die Muskulatur und der Knochen biomechanisch, histomorphometrisch

und immunhistologisch analysiert.

2.2 Studienablauf

In einer Eingewdhnungsphase von 6 bis 7 Tagen besuchten wir die Versuchstiere
taglich, damit sich die Tiere an uns gewdhnen und auch letzte Hemmungen im Team,
bei Versuchen an lebenden Tieren nicht ungewdhnlich, abgebaut werden konnten.
AuBRerdem fihrten wir Voruntersuchungen wie Muskelkraftmessungen und
Roéntgenuntersuchungen durch. Dabei konnten auch gleichzeitig die in dieser Studie
verwendeten Gerate getestet und bei Bedarf erneut kalibriert oder repariert werden.
Zusatzlich standen alle Vorbereitungen fir die Operationswoche auf dem Programm
und es wurden letzte Unklarheiten in unserer Arbeitsgruppe beseitigt.

Jedes Tier wurde gewogen, mit einem Eddingstift deutlich an der Innenseite beider
Ohren alphabetisch gekennzeichnet und es bekam einen eigenen Begleitbogen.
Darauf wurden die taglichen speziellen Untersuchungen vermerkt sowie Auffalligkeiten
dokumentiert. Fir die Muskelkraftmessungen und die Operationen wurden die
Kaninchen wahrend der Vorbereitungszeit entsprechend rasiert und teilweise

nachrasiert.
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In der Operationswoche wurden taglich zwei Tiere operiert, wobei alternierend das
rechte und das linke Bein traumatisiert und operiert wurde.

Das Traumamodell umfasste die kunstliche Erzeugung einer Ischdmie und die
zusatzliche lokale Traumatisierung des Musculus tibialis anterior, die zum
Kompartmentsyndrom flihrten.

Der Logendruck des M. tibialis anterior wurde vor und nach der Traumatisierung und
auch postoperativ nach 24 und 48 Stunden mittels einer Drucksonde ermittelt. Es
wurde jeweils erst dann operiert, wenn ein Kompartmentsyndrom diagnostiziert wurde.
Die Operation bestand aus einer Tibiaverkirzung von 10 mm (entsprechend 10 % des
Tibiaschaftes) und dem anschlieRenden Einsatz eines mit 12 ug VEGFgs-getrankten
Schwammchens sowie der Fixierung durch einen Fixateur externe. Das
Kollagenschwammchen diente als Trager fir das VEGFs, aus dem eine
kontinuierliche Menge an VEGF445 pro Zeiteinheit abgegeben werden sollte. Naheres

hierzu ist in der Dissertation des Doktoranden Niklas Deventer zu finden.

In der Nachoperationsphase filhrten wir bei den Tieren in einem 5 Tage- und 10 Tage-
Rhythmus weitere Muskelkraft- und Réntgenuntersuchungen durch.

Mit der zehntagigen Distraktionsphase begannen wir am 10. postoperativen Tag.

Eine klinische Visite wurde taglich morgens und abends durchgefihrt, wobei auf
Verletzungen, Erkrankungen (anhand des Trink- und Essverhaltens sowie der Urin-
und Stuhlausscheidung), Unwohisein und OP-Wunden (speziell Rétung, Blutung und
Schwellung) sowie die Stabilitdt der Fraktur, geachtet wurde. Alles wurde in den

Begleitbégen dokumentiert.

Nach 40 Tagen wurden die Tiere durch intravasale Gabe von T61 getdtet und der
Musculus tibialis anterior sowie der Tibiaknochen beidseitig gewonnen und
histomorphometrisch, biomechanisch und immunhistologisch bearbeitet und
quantifiziert.

Eine Ubersichtliche Veranschaulichung des Ablaufs dieser Studie wird nochmals im

Diagramm 1 wiedergegeben.
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Praoperationswoche

Muskelkraftmessung i\; Eingewdhnungsphase; Kennzeichnung

OP-Woche

Pra-Trauma CP-Messung

Traumatisierung

Post-Trauma CP-Messung

Operation

Postoperative CP-Messung; Postoperatives Monitoring

Follow- up
bds. Muskelkraftmessung alle 5d CP- Messung nach 24h und 48h am operierten Bein

Beginn der 10-tagigen Distraktionszeit am 10. Post-OP Tag Réntgenaufnahmen in 2 Ebenen alle 10d

Totung nach 40 Tagen und Probengewinnung

Histologie, Histomorphometrie,
Immunhistologie, Biomechanik

Diagramm 1: Studienablauf

2.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 14 skelettreife, mannliche ,Neuseeland Weil3* Kaninchen mit
einem Korpergewicht von 3500 g + 280 g gewahlt, die dann speziell fur das
Versuchsvorhaben gezlichtet wurden (Fa. Peter Rollie, Ennigerloher Str. 111, 59302
Oelde).

Durch die Skelettreife, die Rasse, das Gewicht sowie das Geschlecht und die gleiche
Tierhaltung war eine bestmdgliche Ubereinstimmung gegeben, eine Randomisierung
wurde folglich nicht durchgeflnhrt.

Die Versuche wurden nach Genehmigung der Bezirksregierung Minster am
13.12.2005 an Herrn Prof. Dr. med. R. H. Meffert und Frau Dr. med. S. Ochman unter
dem Aktenzeichen 50.0835.1.0 (G12/2001) in der Zentralen Tierexperimentellen
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Einrichtung der Medizinischen Fakultdt der Westfalischen Wilhelms-Universitat
Mdnster im Zeitraum von Marz bis Mai 2006 durchgefihrt.

Far die Versuche wurden die Tiere in speziellen und daflr vorgesehenen Einzelboxen
mit Plastikbdden der GréRe 11l (MaRe 100cm x 55cm x 60cm) bei 20-22 °C gehalten.
Die Beleuchtung wurde in einem Zwodlfstundenintervall geregelt, um Tag- und
Nachtphasen zu simulieren. Wasser und Futter wurden ad libitum zur Verfigung
gestellt.

Aullerdem standen die Tiere unter der standigen Aufsicht des Tierarztes und Leiters
der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der Medizinischen Fakultat der WWU

Mdanster und Tierschutzbeauftragter Dr. med. vet. M. Liicke.

2.4 Operationsmethode

2.4.1 Narkose, Anasthesie

Unter Narkose wurden bei allen Tieren die pra- und postoperativen Untersuchungen
durchgefihrt.

Fur die Narkose wurde den Tieren eine parenterale Mischanasthesie mit 0,5 ml bei 20
mg/ml Xylacinhydrochlorid (Rompun®) und 1,5 ml bei 100 mg/ml Ketaminhydrochlorid
(Ketanest®) intramuskular in die Paravertebralmuskulatur injiziert. Nach ca. 2-3 min.
trat bei den Tieren eine suffiziente Andsthesie und Narkose fir eine Periode von ca.
25-30 Minuten ein.

Wir entschieden uns fur das gut steuerbare Kurznarkotikum Ketaminhydrochlorid, das
eine dissoziative Anasthesie mit Bewusstseinsverlust, Analgesie und Amnesie
verursacht und einen schnellen Wirkungseintritt aufweist. Auller der erwahnten
héheren analgetischen und anasthetischen Potenz bewirkt Ketaminhydrochlorid auch
eine verkirzte Aufwachzeit, wodurch sich die Kaninchen recht schnell erholten (105).
Xylazinhydrochlorid besitzt eine analgetische, sedative und muskelrelaxierende
Wirkung und steigert somit die Wirkung von Ketaminhydrochlorid (113). Bei einigen
Tieren liel® jedoch mit der Zeit die Wirkung des Narkotikums nach, so dass in diesen

Fallen die Dosis erhoht werden musste.
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Durch Maskeninsufflation von 2 | NoO/min., 4 | Ox/min. und 1-2 % Isofluran in einer
Kombination mit einer parenteralen Morphinderivatgabe (0,5 ml Buprenorphin s.c., 0,3

mg/ml) wurde die eigentliche Operation durchgefuhrt.

Nach der Operation erhielten die Tiere eine subkutane Depotspritze, bestehend aus
der Kombination eines Analgetikums (10 mg Tramadol) und eines Sedativums (20 mg
Acetylpromacin) in 20 ml NaCl. Dies wurde am nachsten Tag wiederholt. Danach
zeigten die Tiere keine Anzeichen von Schmerzen, beurteilt nach dem Essverhalten,
der uneingeschrankten Beweglichkeit, der Zutraulichkeit und der Munterkeit. Daraufhin

wurden die Medikamente abgesetzt, um die Gefahr einer Nebenwirkung zu reduzieren.

2.4.2 Traumatisierung

Das Traumamodell bestand aus einer kunstlichen Ischdmie und einer lokalen
Traumatisierung des Musculus tibialis anterior, um ein Kompartmentsyndrom
auszuldsen und dessen Verlauf zu messen. Dieses fuhrten wir exakt nach demselben
Schema unserer Kontrollgruppe (40) durch, um beim spateren Vergleich der
Ergebnisse auch vergleichbare Werte zu erhalten.

Zur Erzeugung der Extremitatenischdmie wurde ein Tourniquet (unsteriler OP-
Handschuh) am zu operierenden Bein des narkotisierten Tieres ca. 2 cm oberhalb des
Kniegelenks und somit oberhalb der Fraktur flir genau 90 min. angelegt (Abbildung 5).
Hierdurch wurde eine kinstliche Ischamie erzeugt, die bei jeder grélieren Verletzung
und bei einem Hochrasanztrauma in der Realitat auch entstehen wirde.

Um ein Kompartmentsyndrom sicherzustellen, wurde zusatzlich eine spezielle
Kontusionsklemme mit einem Druck von 7 bis 8 N (entsprechend 10 N auf einem Feld
von 1 cm? nach Hebelkorrektur= 100kPa) iber die Frakturstelle auf den Muskelbauch
des M. tibialis anterior distal der CP-Eintrittsstelle (CP= Compartment Pressure) fir
genau 30 min. angelegt (Abbildung 6).

Auch die nach Abnahme des Tourniquets entstehende Hyperamie in der Reflowphase
(siehe Abbildung 7) konnte zuséatzlich zum Kompartmentsyndrom durch eine weitere

Verschlechterung der Mikrozirkulation durch das entstehende Odem beitragen (61).

42



Material und Methode

Abbildung 5: Erzeugung einer Ischamie durch ein Tourniquet (OP-Handschuh)

Abbildung 6: Anlage der Kontusionsklemme zur lokalen Muskeltraumatisierung
Abbildung 7: Hyperamie in der Reflowphase nach Abnahme des Tourniquets

2.4.3 Operationstechnik

Einige Tiere mussten vor der Operation nochmals an den zu operierenden Beinen
nachrasiert werden. Es wurde alternierend das rechte oder linke Bein traumatisiert und
operiert. Vor der eigentlichen Operation und in Narkose erfolgte die Anlage einer
arteriellen Kanule zur blutigen Blutdruckmessung in der zentralen Ohrarterie.
AnschlielRend wurde die Maskennarkose eingeleitet und ein EKG abgeleitet. Das Tier
wurde in Rickenlage auf einer mit 37 °C beheizten Unterlage auf dem OP-Tisch
gelagert und der zu operierende Hinterlauf mit Polyvidon-Jod (Betaisodona-Lésung®)
desinfiziert und ein steriles OP-Feld durch Stoff- und Papierabdeckungen hergestellt.
Nach einer ca. 5 cm langen Hautlédngsinzision an der anteromedialen Seite des
Unterschenkels wurde das Periost so gut wie mdglich vom Schaft entfernt und ein
monolateraler Distraktor (Typ Orthofix M-103®) von anterior in einem Winkel nach
medial von ca. 20° an die Tibia angelegt.

Diese Position erwies sich in durchgeflihrten Vorversuchen von Meffert et al. (74-76)
als optimal, da dadurch das Kaninchen den Fuld wieder ungestért beugen konnte und
sich Druckstellen vermeiden lieRen. Das bedeutete fir uns einen Kompromiss
zwischen Tragesicherheit und Stabilitat (77).

Um die konischen Pins (2,0-2,5 mm Durchmesser) einzusetzen, mussten zunachst mit

einem Bohrer Lécher mit einem Durchmesser von 2 mm vorgebohrt werden.
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Die Osteotomie folgte mittels einer wassergekuhlten, oszillierenden Sage (Stryker,
Model 1370), wobei ein Knochenblock von ca. 10 mm Lange (entsprechend ca. 10 %
der Tibia-Gesamtlange) direkt unterhalb der Verschmelzung von Tibia und Fibula

resiziert wurde (siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: Resektion eines 10 mm grof3en Knochenblocks

Die entstandene proximale und distale Markraumoéffnung wurde mit einem durch
VEGF g5 versetzten Kollagen (Resorba®) aufgefiillt und der Knochendefekt durch eine
kompressionsfreie Verkiirzung geschlossen. Um den Knochendefekt herum fixierten
wir ein zusatzliches, mit 12 ug VEGFies versetztes Kollagen (Resorba®), das in

Abbildung 9 zu sehen ist.

Abbildung 9: VEGF 45 versetztes Kollagen (Resorba®)
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Die den Knochen umgebenden Weichteile wurden zur Vermeidung von Interponaten
sowie lokaler Knick- oder Druckbildungen schonend retrahiert und das
Muskelkompartiment des Musculus tibialis anterior zur Entlastung nicht gedffnet. Da
die im Weichteilmantel verbliebenen Reste des sehr diinnen Periosts nicht vernaht
werden konnten, erfolgte ein plastischer Verschluss durch die Adaptation an die
ortsstandige Muskulatur. Diese konnte aufgrund der Verklrzung spannungsfrei durch
eine Vereinigung des ventralen Kompartiments mit der umliegenden Muskulatur durch
einen resorbierenden Faden (Vicryl 5-0) durchgeflihrt werden.

Die Wunde wurde dann mittels Naht und FlUssigpflaster verschlossen.

Zum postoperativen Monitoring wurden die operierten Kaninchen auf eine Decke unter
eine warmende Rotlichtlampe gelegt und Uber einen Zeitraum von ca. 30 min.
beobachtet, um das Selbstverletzungsrisiko im Benommenheitszustand zu minimieren.
Erst danach wurden die Kaninchen wieder zurtick in ihren Stall gebracht.

Ad nunc durften die Tiere das operierte Bein schmerzadaptiert bewegen und belasten.

2.5 Kompartmentdruckmessung

Die Kompartmentdruckmessung der Extensorenloge des Unterschenkels flhrten wir
minimal-invasiv und unter Narkose mittels einer piezoresistiven Drucksonde durch. Um
eine Aussage Uber den Verlauf des Logendrucks in Verbindung mit unserem
Traumamodell zu erhalten, wurde der Druck unmittelbar praoperativ, nach
Traumatisierung und postoperativ an beiden Kaninchenhinterlaufen gemessen.
Auflerdem wurde simultan der arterielle Blutdruck aufgezeichnet um sicherzustellen,
dass ein Logensyndrom vorlag, und es grafisch darstellen zu kénnen.

Um ein mogliches postoperatives Ansteigen des Druckes friihzeitig zu erkennen und
gegebenenfalls eine therapeutische Fasziotomie einzuleiten, wurde die Messung
jeweils 24 und 48 Stunden nach der Operation wiederholt. Bei einem postoperativen
Kompartmentdruckanstieg von Uber 20 mmHg wurde das Tier engmaschiger

beobachtet und die Messung des Logendrucks in kiirzeren Abstanden wiederholt.
Dazu wurde unter sterilen Bedingungen eine 14 G (orange) Braunile ca. 2 cm distal

des Ursprungs des M. tibialis anterior bis in die Muskelloge vorgeschoben und die

Metallkanile entfernt. Danach wurde die desinfizierte, piezoresistive Sonde des

45



Material und Methode

Druckmessgerates ca. 2 cm tief in das Kompartment geschoben und die Braunile tber
die Sonde zuriickgezogen (siehe Abbildungen 10-12). Die exakte Platzierung und eine

neutrale Gelenkposition im Tibiotarsal-Gelenk mit einer Dorsalflexion von 90° (77)

waren fir den Erhalt der reproduzierbaren Druckwerte besonders wichtig.

Abb. 10: Logenpunktion
Abb. 11: Sondeneinflihrung
Abb. 12: Logenlage

Der arterielle Blutdruck wurde mittels Punktion der zentralen Ohrarterie (Arteria
auricularis media) blutig bestimmt. Zur Erzeugung einer Hyperamie und Darstellung
der Arterie wurde die Aulienseite des Ohrs vorsichtig mit den Fingerspitzen beklopft
und der Puls zur Kontrolle ertastet. Nach der Rasur der Punktionsstelle mit einem
Einmalrasierer wurde sie desinfiziert und mittels einer 22 G Brauntle punktiert. Die
Braunlle wurde mittels Klebeband fixiert und mit der Drucksonde verbunden. Diese
war mit dem Spider-8-Messgerat und einem Laptop verbunden, so dass wir den

Blutdruck in Echtzeit auf dem Bildschirm verfolgen und speichern konnten.

Fir die Messung des Logendruckes mussten zwei verschiedene Druckmessgerate
eingesetzt werden. Durch den Ausfall der ersten Drucksonde, die nicht innerhalb
unserer Versuchsperiode repariert werden konnte, kam ein Ersatzgerat zum Einsatz.
Die Messvorbereitungen und die Messungen mit der neuen Drucksonde erfolgten nach
demselben, zuvor beschriebenen Schema.

Die perioperativen Kompartmentdriicke der beiden ersten Tiere (Tier B, Tier C) wurden
mit einer RAUMEDIC Drucksonde gemessen. Diese war an ein Spider-8-
Datenerfassungsgerat angeschlossen und mit einem Laptop verbunden. So war es
mdoglich, in Abstdnden von 0,02 Sekunden den Kompartmentdruck zu messen und

einen sehr genauen Mittelwert zu ermitteln, der dann in Relation zum simultan
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gemessenen, arteriellen Blutdruck gesetzt wurde und auf dem Bildschirm zu verfolgen
war (siehe Abbildung 13).

Als Ausweichgerat wahlten wir den KODIAG der Firma Braun Sharing Expertise (siehe
Abbildung 14), ein durch eine 9V-Batterie betriebenes Gerat mit einer 3-stelligen LCD-
Anzeige und einer Auflésung von 1 mmHg.

Die mit einem Diameter von 4 French mitgelieferte piezoresistiven Sonde wird vom
Hersteller mit einer Empfindlichkeit von 5 uV/V mmHg in einem Messbereich von 0-200
mmHg und einer Genauigkeit von + 1 mmHg angegeben. Die Langzeitstorfestigkeit
betragt < 2 mmHg/24 h, max. 5 mmHg.

Mit diesem Gerat wurden die postoperativen Driicke (24 h und 48 h) der Tiere B und C
sowie die Kompartmentdricke aller anderen neun Tiere ermittelt. Bei beiden Sonden
wurde genau auf die neutrale Gelenkposition der Tiere geachtet. Die Druckwerte
mussten nach einer Manipulation der Gelenkstellung und auf’erem Druck auf einen

konstanten Wert zurtickfallen, der aber erst notiert wurde, wenn er sich mindestens 5

Sekunden lang nicht veranderte.

Abbildung 13: RAUMEDIC Drucksonde verbunden mit einem Spider-8-
Datenerfassungsgerat und Laptop

Abbildung 14: KODIAG Drucksonde
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2.6 Kallusdistraktion

Die Kallusdistraktionsphase dauerte vom 10. bis zum 20. postoperativen Tag, also
insgesamt 10 Tage.

Hierzu wurde alle 12 Stunden das operierte Bein um 0,5 mm distrahiert (siehe
Abbildung 15), das entspricht einer halben Umdrehung im Uhrzeigersinn am
monolateralen Distraktor vom Typ ORTHOFIX M-103°.

Nach 10 Tagen hatten wir somit unsere Tibia-Ausgangslénge von 10 mm erreicht.

Die Distraktion fuhrten wir ohne Narkose durch, da es fir die Tiere wie auch fir

Menschen, Erwachsene und Kinder gleichermalen, nicht schmerzhaft ist.

2 Umdrehung in
Uhrzeigersinn alle 12h

Abbildung 15: Kallusdistraktion

2.7 Muskelkraftmessung

Die postoperative Muskelkraftmessung wurde regelmaRig beidseitig in flnf
Tagesabstanden vorgenommen. Auch praoperativ wurde eine Messung an allen
Tieren durchgefuhrt, um Referenzwerte fir die Muskelkrafterholung am Ende unseres
Versuches zu erhalten und sie mit der Kontrollgruppe (40) auf Signifikanz vergleichen
zu kénnen. Hier war es uns wichtig herauszufinden, ob die Gabe von VEGF s einen

Einfluss auf die Muskelkrafterholung nach einer Traumatisierung besitzt.
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Préparation

Die Muskelkraftuntersuchungen wurden sowohl pra- als auch postoperativimmer nach
demselben Schema durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung auf die Untersuchung wurde das Kaninchen narkotisiert, um das Tier
zu fixieren und um eine Schmerzfreiheit zu garantieren. Auferdem diente die Narkose
der Entspannung und Relaxierung des Muskels, die zur Verhinderung eines
systematischen Fehlers wichtig sind. Ein nicht gut relaxierter Muskel wirde zu einer
deutlich geringeren Kraftentwicklung und damit zu einer Ergebnisverfalschung flhren.
Um eine bessere Auflageflache zu erreichen und den Kontaktwiderstand zu senken,
mussten im Verlauf des Nervus fibularis profundus (siehe Abbildung 16) die Haare
rasiert bzw. nachrasiert werden. Dabei wurde eine Flache, angefangen hinter dem
Fibulakopfchen bis zur Mitte des Oberschenkels, glatt rasiert. Dazu wurden wieder die

bereits erwahnten Hilfsmittel wie Maschinenrasur, Nassrasur und Veet

Enthaarungscreme verwendet.

N. fibularis profundus

M. bizeps femoris

Fibulakdpfchen

Abbildung 16: Postmortale Darstellung des Verlaufs des Nervus fibularis profundus

Dann wurde das narkotisierte Kaninchen positionsgerecht in einem 90°-Winkel auf den
Untersuchungsstuhl gesetzt und mittels Klettverschliissen am Oberkorper fixiert. Das
zu untersuchende Bein musste im Knie- und FulRgelenk den 90° Winkel bilden, um das

Ziel einer isometrischen Kontraktion zu erreichen (siehe Abbildung 17). Unter der
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Platte des Krafttransducers wurde ein ca. 1 cm? groRes, doppelseitiges Klebeband

geklebt, damit das vordere Drittel des KaninchenfuRes nicht verrutschen konnte.

90° Winkel im
Knie- und
Sprunggelenk

Aluminiumprofil

Plattformwége-
zelle

Abbildung 17: Kaninchen im Untersuchungsstuhl zur Muskelkraftmessung

Messeinrichtung

Nach der messgerechten Fixierung des Tieres wurde die transkutane elektrische
Nervenstimulation mittels einer bipolaren Elektrode stimuliert, diese verfigt Uber zwei
Metallkontakte in einem Abstand von 7,5 mm. Auf die Elektrode wurde etwas
Kontaktcreme (Epicont Hellige; Hersteller GE Medical Systems) aufgetragen und dann
der Nerv gesucht (siehe Abbildung 18). Dieser war anfangs sehr schwer zu finden und
man benétigte etwas Geduld und Ubung.

Der Nerv wurde mit einer Reizamplitude von 5,1 mA, Reizlange 2,56 ms und einem
Intervall von 50 ms stimuliert. Diese Werte wurden durch Voruntersuchungen (74)
ermittelt und gelten als optimale Einstellung. Dabei kommt es zu keiner maximalen
oder tetanischen Kontraktion, die die Ergebnisse verfalschen kénnte. Der Nerv wurde
mehrmals stimuliert, um eine ausreichende Anzahl von Ausschlagen registrieren zu

konnen. Aus den so erzielten Messwerten wurde dann ein Mittelwert berechnet.

Die Stimuli wurden von einer Plattform-Wagezelle (PW4KRC3 der Firma Hottinger

Baldwin Messtechnik GmbH) aufgenommen, die Uber ein Datenerfassungsgerat
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(Spider 8), ebenfalls von der Firma HBM GmbH, wiederum mit einem Laptop
verbunden war (Abbildung 18). So war es mdglich, die Kraftkurven in Echtzeit auf dem
Laptopbildschirm zu verfolgen und sie direkt in Form einer Exceltabelle zu speichern.
Der Transducer bzw. die Plattform-Wagezelle (Abbildung 17, 18) wurde durch ein
Aluminiumprofil auf dem Untersuchungsstuhl gehalten, dadurch war es maoglich, den

Kraftsensor prazise uber das vordere Drittel des KaninchenfulRes zu fixieren.

Eine Wagezelle ist eine Sonderform des Kraftsensors, sie misst die Masse eines
Korpers in Gramm bis Tonnen und nicht direkt die Kraft in Newton wie bei einem
Kraftaufnehmer. Uber einen Dehnungsmessstreifen werden die auf einen Korper
wirkenden Scherkrafte durch eine Veranderung der Geometrie in elektrische Impulse
umgewandelt (Transducer) (121), mit einem Catman-Analyseprogramm erfolgt dann
die Wandlung in die Einheit Newton und ihre Darstellung.

Das verwendete Gerat wird vom Hersteller mit einer Nennlast von 0,3 Kg bis 3 Kg und

einer Genauigkeitsklasse von C3MR angegeben.

Laptop: Darstellung der
Muskelkraft

Datenerfassungsgerit:
Spider 8

bipolare Elektrode zur
transkutanen
Nervenstimulation

Aluminiumblock mit
Wigezelle befestigt am
Untersuchungsstuhl

Abbildung 18: Messapparatur der transkutanen Nervenstimulation
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2.8 Radiologisches Monitoring

In der EinflUhrungswoche wurde bei jedem Tier eine Réntgenaufnahme durchgefihrt,
um weitere Referenzwerte flr die spateren Ergebnisse zu erhalten.

Postoperativ und danach in 10 Tagesabstanden wurden die Aufnahmen am operierten
Bein in einem 90° Winkel zum Fixateur mit Gegenseite wiederholt.

Alle Aufnahmen flihrten wir mit einer Exposition von 33 kV, 10 mAs flr 3 msec durch.
Der Réhren-Film-Abstand betrug 65 cm.

Weitere Einzelheiten hierzu werden in den Dissertationen von Karla Schitte und Niklas

Deventer dargelegt.

2.9 Totung und Probenentnahme

Nach 40 Tagen wurden die Kaninchen mit Hilfe einer intramuskuldren Mischinjektion
mit 1,5 ml Ketamin (100 mg/ml) und 0,5 ml Rumpun® (Xylacin 20 mg/ml) narkotisiert
und danach mit einer intrakardialen Injektion von T61® getotet.

Zunachst wurden die Hinterlaufe der Versuchstiere im Huftgelenk exartikuliert und die
Pins und die Distraktoren demontiert.

Danach wurde durch einen mediodorsalen Langsschnitt das Fell sorgfaltig mit einem
Skalpell entfernt und die Muskelfaszie vorsichtig eréffnet, um den Musculus tibialis
anterior nicht zu beschadigen. Dieser wurde an den Sehnen unterhalb der Patella und
in Héhe des Sprunggelenks delikat von der Tibiavorderkante entfernt, um mdglichst
das Periost nicht zu verletzen.

Hic et nunc wurde der Muskel auf einen Korkstreifen mittels einer Naht fixiert und in
Paraformaldehyd konserviert, um die Muskelzellen und das Bindegewebe vor der

postmortalen Autolyse zu schitzen.

Die Entsorgung der Kadaver erfolgte dann gemafR den gesetzlichen Bestimmungen.
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210 Aufarbeitung der Proben

2.10.1 Gewinnung der histologischen Schnitte

Die auf einer Korkplatte fixierten Muskelproben verweilten in 4 %-igem
Paraformaldehyd fir 24-48 Stunden bei einer Kiihlschranktemperatur von 4 °C.

Erst nach dieser Lagerung der Praparate entschieden wir uns die Muskulatur zu
schneiden, da Schnittversuche am frischen Muskel zu Verunstaltungen und
Zerfransungen geflhrt hatten. AuRerdem wurde durch diese Methode die Zeit bis zur
Autolyse weiter verklrzt.

Die entnommenen 22 Praparate der 11 Tiere wurden von proximal aus in 4
gleichgrof’e Muskelstiicke geschnitten und aufsteigend nummeriert, um Schnitte aus
verschiedenen Bereichen des Muskels flir die spatere histologische Untersuchung zu

gewinnen (Abbildung 19).

Abbildung 19: An einer Korkplatte fixierter Musculus tibialis anterior; Schnitt in 4
gleichgrofde Stlicke

AnschlielRend wurden die Proben in eine 0,1 molare Pufferldésung mit einem pH-Wert
von 7,4 fur 24 h gelagert. Um die Proben spater am Mikrotom besser schneiden zu
kénnen, wurden sie nach dieser Lagerung in eine 20 %-ige EDTA-L6sung
(Ethylendiamin-tetraacetat) gegeben. Dort verblieben die Praparate fir weitere 2
Wochen, bevor sie erneut in eine Pufferlosung (0,1 molar; pH 7,4; Wechsel 2 bis 3-mal
pro Tag) gegeben wurden. Die so entkalkten Proben verweilten in der Pufferlosung fir

24 h. Danach erfolgte das nachfolgend beschriebene Entwasserungsschema:

53



Material und Methode

Eine Lagerung Uber 8 h in 70 % Isopropanolalkohol, anschliel3end fir jeweils 24 h in
90 %, 96 % und 100 % Isopropanolalkohol. Die Alkohole wurden 2 bis 3-mal taglich
gewechselt, um die entsprechende Alkoholkonzentration beibehalten zu kdnnen.

Im Anschluss daran lagerten die Proben in Zedernholzdl fur ca. 2 Wochen und danach
fur 24 h in einer Zedernholzdl-Paraffin-Mischung (1:1) bei 48 °C. Wir verwendeten
Zedernholzdl, um die Antigene fur die spatere Immunhistologie nicht zu gefahrden.
Zuletzt folgte eine aufsteigende Paraffinreihe I-V im Wechsel von 8 h und 16 h bei
60 °C, um das schwerflissige Zedernholzdl durch das Paraffin zu verdrangen.

Am folgenden Tag wurden die Praparate mittels der Einbettstation AP280 der Firma
MICROM in Paraffin eingebettet und die entstehenden Blécke anschliefiend auf einer
Kihlplatte bei -10 °C flr einige Minuten ausgehartet.

Die Paraffinblocke mit den enthaltenen Muskelstiicken 2 und 3 (siehe Abbildung 19)
wurden mit dem Schlittenmikrotom der Firma LEICA in 5 um dinne Schnitte gefertigt,
auf handelsubliche Objekttrager fixiert und anschlieBend im Warmeschrank tber Nacht
gestreckt. Wir wahlten gezielt diese Muskelstiicke, weil sich das Weichteiltrauma

hauptsachlich in diesem Bereich abgespielt hatte.

2.10.2 Hamatoxilin-Eosin-Farbung (HE)

Die Schnittpraparate wurden zum Entparaffinieren dreimal far finf Minuten in Xylol und
anschlieend in eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 % und 70 % Ethanol) fir
jeweils funf Minuten in Wasser gebracht. Danach wurden die Proben fir zwei Minuten
in Aqua destillata gelegt und im Anschluss in die Farbeldsung Hamalaun nach Mayer
(Bindung der positiv geladenen Komplexverbindungen des Alauns an die negativ
geladenen Phosphatgruppen von Nukleinsduren) fur zehn Minuten gegeben. Hiernach
wurden die Praparate fir zehn Minuten unter flielendem Leitungswasser geblaut
(intensive Verdunklung der Farbe bei hoher werdendem pH). Es folgte eine Farbung
mit Eosin (negativ geladene Teilchen binden an positive Gruppen wie Eiweille).
SchlieRBlich wurden die Schnitte in 70 % Ethanol differenziert und durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (96 % und 100 % Ethanol) fir jeweils zweimal zwei Minuten
wieder entwassert. Nach dem erneuten Eintauchen in Xylol wurden die Proben mit
Eukitt eingedeckt.

Nach der Farbung sollen sich die Zellkerne in blau, das Muskelgewebe in rot und das

Kollagengewebe in einem dunklen rot darstellen.

54



Material und Methode

2.10.3 Azan-Farbung nach Heidenhain

Zur Herstellung dieser Farbung wurden die Schnitte wie bei der oben beschriebenen
HE-Farbung entparaffiniert und in Wasser gebracht.

Danach wurden die Praparate zum Vorbeizen fir finfzehn Minuten in Anillinalkohol bei
37 °C gelegt und anschlieRend in vorgewdrmtem Aqua destillata gespult. Hierdurch
sollte verhindert werden, dass die Schnitte durch den starken Temperaturunterschied
reilen. Im Anschluss wurden sie in einer vorgewdrmten Azokarminlésung im
Warmeschrank bei 60 °C fur funfzehn Minuten gefarbt und spater wieder in warmem
Aqua destillata mehrmals gespilt und abgekdihilt.

Die abgekihlten Praparate wurden anschlieRend nochmals in Anilinalkohol solange
differenziert, bis nur noch die Zellkerne deutlich hervortraten. Die Differenzierung
wurde durch essigsauren Alkohol unterbrochen (ca. funf Minuten) und die Schnitte
hinterher wieder in Aqua destillata gespdilt.

Es folgte das Entfarben und Beizen des Bindegewebes in 5 %-iger
Phosphorwolframsaure fir ca. 1,5 Stunden. Nach kurzem Abspilen in Aqua destillata
wurden die Schnitte in einem Anilinblau-Orange-Gemisch (Anilinblau-Orange: Aqua
destillata= 1:2) fur ca. 30 Minuten geférbt und danach mehrmals in Aqua destillata
gespdlt.

Das Differenzieren von Bindegewebe und Gewebsbestandteile, bis diese deutlich
hervortraten, erfolgte mittels 96 %-igem Ethanol.

Danach wurden die Praparate in 98 % und 100 % Isopropanolalkohol entwassert und

nach einem Eintauchen in Xylol mit Eukitt eingedeckt.

Dabei sollen sich die Zellkerne rot, das Kollagen/retikulare Fasern hellblau und die

Muskelfasern rot anfarben.
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2.11 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie diente der quantitativen Bestimmung des Bindegewebes bzw.
des Narbengewebes im M. tibialis anterior. Da die Muskulatur ein hochregeneratives
Gewebe ist (siehe Einleitung), verglichen wir den Bindegewebsanteil der
Kontrollgruppe (40) mit unseren Versuchstieren, die zuséatzlich VEGFq5 erhalten

hatten, auf Signifikanz.

Die quergeschnittenen Muskelschnitte der oben erwahnten Paraffinblécke 2 und 3 (in
diesem Bereich erfolgte die Traumatisierung) wurden mit Hilfe des Programms Image-
Pro Plus und des Mikroskops Olympus BX51 in 40-facher Vergroflerung einzeln
abfotografiert.

Mit dem Bildbearbeitungsprogramm ,The Gimp“ wurden die Bilder von Faszie und
grolleren GefalRen sowie Nervengewebe befreit. Um das Verhaltnis zwischen Muskel-
und Bindegewebe zu ermitteln, verwendeten wir wiederum das Programm Image-Pro
Plus fir Windows, das anhand der Farbpixel die Flachen von Muskelgewebe und

Bindegewebe berechnet und beide ins Verhaltnis setzt.

Nach derselben Methode wurden nochmals die Muskelschnitte der zu vergleichenden
Kontrollgruppe (40) bearbeitet und das Verhaltnis berechnet, um mdoglichst eine
einheitliche Auswertungsmethode zu erhalten und systemische Fehler beim Vergleich

ZU vermeiden.

Beide Gruppen wurden von zwei unabhangigen Personen zweimal ausgewertet und
der Mittelwert mit der Standardabweichung berechnet.

Anhand der Mittelwerte der Bindegewebsanteile wurden dann beide Gruppen auf
Signifikanz untersucht, um mdgliche Auswirkungen durch die Gabe von VEGF4g zu

erforschen.
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2.12 Immunhistochemische Analyse

Die Immunhistologie diente zur Darstellung von Gefaf3en im Musculus tibialis anterior.

Da aus der Literatur bekannt ist, dass die Gabe von VEGF g5 zur Neovaskularisation
fuhrt (siehe Einleitung), bestand unsere Idee darin, mégliche Veranderungen durch
VEGF45 in der Histomorphometrie und in der Muskelkraft auch immunhistochemisch
durch die Veranderung der Gefaltizahl zu untersuchen und eine eventuelle Korrelation
herauszufinden. Hierbei wurden sowohl die Kontroligruppe (40) als auch die

Versuchsgruppe nach demselben Schema untersucht und quantifiziert.

Die immunologische Darstellung der Gefalle erfolgte mit einem Antikdrper gegen
a-Smooth Muscle Actin (SMA).

Dieses zum Mikrofilamentsystem des Zytoskeletts zugehdrende Protein zahlt zu einem
der sechs Isoformen des Aktinproteins (a-Skelettmuskel, a-Herzmuskel, a-Smooth
Muscle, -Non-muscle, x-Smooth Muscle und x-non-muscle) (101).

Wir wahlten diesen Antikdrper aus, weil er spezifisch glatte Muskelzellen, wie in den
Gefallen vorhanden, selektiv bindet. Damit lassen sich die GefalRe gezielt farben und

darstellen.

Zunachst wurden die Proben zum Entparaffinieren dreimal fir funf Minuten in Xylol
gelegt und mittels der absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %, 70 % flr jeweils
2 Minuten) rehydriert. AnschlieRend wurden die Schnitte zum Beizen in TBS-Puffer
(Tris Buffered Saline) dreimal fir finf Minuten gegeben und danach zur Demaskierung
in das proteolytische Enzym Trypsin fir zehn Minuten bei 37 °C gelegt. Beendet wurde
die Reaktion durch das Eintauchen der Proben in Aqua destillata fur finf Minuten.
Hiernach erfolgte ein erneutes Waschen in TBS-Puffer fur finf Minuten. Um
unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu vermeiden, wurden die Proben mit 10 %-
igem Pferdeserum Uber dreiflig Minuten beimpft. Erst im Anschluss daran erfolgte die
Inkubation mit dem SMA-Antikérper (Monoklonaler Maus Anti-Human Smooth Muscle
Actin, Verdinnung 1:400) Gber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Morgen wurden die
Praparate erneut in TBS-Puffer gewaschen (3x5 Minuten) und das Ergebnis der
Inkubation mittels eines biotinylierten Anti-Maus IgG und Anti-Ziege IgG aus einem
Pferd (Vector Laboratories, Burlingame, USA) und anschlielender Avidin-Biotin-
Komplex Detektion (Vectastain® ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA) fiir

jeweils dreil3sig Minuten nachgewiesen. Nach jeder Beimpfung mit den oben genannten
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Substanzen wurde jeweils dreimal fur zehn Minuten mit TBS-Puffer gewaschen. Das
Entwickeln der Schnitte erfolgte iiber zwanzig Minuten im Dunkeln mit Vector®Red
(Substrat Kit |, Vector Laboratories, Burlingame, USA) und das Gegenfarben mit
Vector® Methyl-Griin (Carl Roth, Karlsruhe) fiir fiinf bis zehn Minuten bei 60 °C.
Danach wurde die Reaktion durch Aqua Destillata gestoppt und die Versuchsproben
mittels der aufsteigenden Alkoholreihe (95 %, 100 % fir je 5 Sekunden) dehydriert und

nach dem Eintauchen in Xylol mit Eukitt eingedeckt.

Hierunter sollte sich die Skelettmuskulatur unter dem Lichtmikroskop in einem sehr
hellen blauen Ton abzeichnen. Die GefaRe bzw. die glatte Muskulatur der Gefalie

sollte sich dunkelrot farben.

Far die Auswertung der Schnitte wurden von einer unabhangigen Mitarbeiterin jeweils
zehn willkUrliche Ausschnitte eines Praparates in 100-facher VergroRerung mit dem
Bildanalysesystem Olympus BX51 abfotographiert. Als nachstes wurden die einzelnen
Ausschnitte von derselben Mitarbeiterin mit Hilfe der Software Image-Pro Plus anhand
der Gefalizahl quantifiziert. Hierzu berechnete die Software anhand der Farbpixel die
Gefalizahl nach den Groflen 0-5 um, 5-10 um, 10-20 um und >20 um, die in einer

Exel-Tabelle gespeichert wurden.

2.13 Statistik

Far die statistische Auswertung und die grafische Darstellung wurde das Programm

Microsoft Excel 2004 fir Apple verwendet.

Berechnet wurde als Lagemall der arithmetische Mittelwert (MEAN) und die
Standardabweichung (SD). Zum Feststellen von Signifikanzen anhand der
berechneten Mittelwerte wahlten wir in Absprache mit einem Biomathematiker den
zweiseitigen t-Test flr unverbunde Stichproben. Als signifikant wurde p kleiner als 0,05

bestimmt.
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3. Ergebnisse

Von den urspringlich 14 gelieferten Kaninchen verstarb ein Tier bereits praoperativ,
eins wahrend und ein weiteres direkt nach der Operation. Das entspricht einer
Dropout-Rate von 21,4 % und liegt im Rahmen der Ergebnisse der Kontrollgruppe (40).
Eine Obduktion zur Ermittlung der Todesursache wurde aufgrund der einkalkulierten
Dropout-Rate und der jetzt mit der Kontroligruppe (40) identischen Anzahl von Tieren,

die verglichen werden sollen, nicht durchgefihrt.

Neun der Uberlebenden 11 Tiere zeigten wahrend der Postoperationsphase keine
klinischen und radiologischen Auffalligkeiten mit einer achsengerechten Kallusbildung
und einer unauffalligen Wundheilung.

Das Tier E entwickelte am 30. postoperativen Tag eine leichte Fixateurdruckstelle, die
erfolgreich mit einer Betaisodona-Salbe und einem Klettband zur Abpolsterung der
Druckstelle behandelt wurde.

Am 16. Tag stellten wir bei der Visite bei dem Tier G eine Fixateurlockerung fest, die
wieder befestigt wurde. Die danach vorgenommene vorsorgliche radiologische

Untersuchung zeigte aber keine Auffalligkeiten.

3.1 Kompartmentdruck

Die Logendriicke wurden praoperativ, nach der Traumatisierung und im Anschluss an
die Operation sowie jeweils nach 24 h und 48 h gemessen.
Um das Kompartmentsyndrom zu bestatigen, wurde in dieser Studie zusatzlich der

arterielle Blutdruck simultan gemessen.

Alle Tiere hatten vor der Operation und der Traumatisierung einen durchschnittlichen
Logendruck von 6,8 mmHg + 0,8 mmHg (SD 11,7 %) und lagen somit im
physiologischen Rahmen des Logendrucks (siehe Einleitung).

Nach der Weichteiltraumatisierung entwickelten alle Tiere ein Kompartmentsyndrom

mit einem durchschnittlichen Wert von 29,9 mmHg + 3,9 mmHg (SD 13,2 %), was im
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Diagramm 2 dargestellt wird. Ferner Iasst sich dem Diagramm entnehmen, dass sich
die Differenz zwischen dem mittleren arteriellen Blutdruck und dem Logendruck
verringert hat, was die Diagnose eines Kompartmentsyndroms bestatigt. Je nach Autor
ware der kritische Kompartmentdruck fir eine Einleitung der chirurgischen Therapie
erreicht (siehe Einleitung). Durch die 1 cm groRe Knochenblockresektion und die
Verkurzung der jeweiligen Extremitdt konnte eine Erweiterung des Kompartments
erreicht werden, das dadurch mehr Volumen aufnehmen und somit den Logendruck

senken konnte.

Blutdruck und Kompartmentdruck
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Pra-op Post-Trauma Post-OP
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Systole — Diastole —— MAP ——CP

Diagramm 2: Verlauf der Mittelwerte von Kompartmentdruck und Blutdruck in der
Perioperationszeit; MAP= mittlerer arterielle Druck; CP=

Kompartmentdruck

Besonders aufféllig waren hier die interindividuellen Drucksenkungen bei den Tieren.
Bei dem Tier C lief3 sich der Logendruck nach der Operation um 88,3 % senken, wobei
sich bei Tier | der Druck nur um ein Drittel senken lieR. Insgesamt konnte der
Kompartmentdruck bei allen Tieren um durchschnittlich 66 % auf 9,9 mmHg + 4,9
mmHg gesenkt werden und lag somit im Durchschnitt 45,6 % hoher als der

Ausgangswert, jedoch noch im Rahmen des physiologischen Bereichs.
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Bei zwei Tieren lielen sich die Driicke nicht unter 13 mmHg senken und betrugen 19
mmHg (Tier I) und 17 mmHg (Tier G). Diese standen nach der Operation unter einer
engmaschigen, klinischen Kontrolle fur eine eventuelle operative Fasziotomie, die
jedoch nicht notwendig war. Der Logendruck senkte sich stetig bei fast allen Tieren im
Verlauf von 24 Stunden und lag durchschnittlich etwas héher als der Ausgangswert bei
7,2 mmHg (SD 53 %). Die Tiere E und F verzeichneten eine Zunahme des Druckes,
der sich jedoch nach 48 Stunden senkte und bei 8 mmHg lag.

Insgesamt stieg der Logendruck im Rahmen des physiologischen Bereiches bei der
Uberwiegenden Zahl der Tiere nach weiteren 24 Stunden um 10 % an auf Werte bis 13
mmHg und betrug durchschnittlich 7,9 mmHg + 3 mmHg.

Am Ende unserer Logendruck-Messreihe lagen fast alle Logendriicke wieder im
physiologischen Druckbereich, wobei finf Kaninchen ihren Ausgangswert erreichten
bzw. diesen unterboten.

Der Verlauf des Logendrucks wird in Diagramm 3 nochmals anschaulich dargestellt.

Kompartmentdruckverlauf in der Tibialis anterior Loge

V v;I79
—

Pra-oP Post-Trauma Post-OP 24h Post-OP 48h Post-OP
Zeit
=@= Mittelwert Tier B Tier C Tier E Tier F Tier G Tier H
Tier I Tier ] Tier K Tier M Tier N

Diagramm 3: Kompartmentdruckverlauf in der Tibialis anterior Loge; Mittelwert der 11
Tiere und Standardabweichung sowie Verlauf bei den einzelnen

Versuchstieren
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3.2 Muskelkraft

Die Muskelkraftmessungen wurden bei allen Tieren sowohl in der praoperativen
Woche als auch nach den Operationen in einem 5 Tage-Rhythmus quantitativ
durchgefihrt. Es wurden jeweils beide Hinterlaufe gemessen und folgende
Stimulationsparameter verwendet: Reizamplitude 5,1 mA; Reizlange 2,56 ms; Intervall
50 ms.

Diese Parameter wurden von der vorher durchgeflihrten Kontrollstudie von Meffert et
al. (40) Ubernommen, um eine moglichst identische Versuchsdurchfiihrung

beizubehalten.

Als Ausgangswert wahlten wir den Mittelwert der Gegenseite einschlief3lich des 30.
postoperativen Tags, weil wir bei der Auswertung am Ende unserer Versuchsreihe
feststellten mussten, dass einige Ausgangswerte der Operationsseite unserer
Versuchstiere unbrauchbar waren.

Bei allen Tieren verzeichneten wir nach der Operation am Hinterlauf einen immensen
Muskelkraftverlust verglichen mit der nicht operierten Gegenseite. Dieser betrug bei
der ersten Messung nach finf Tagen im Durchschnitt 0,27 N + 0,09 N, das entspricht
einem Kraftverlust von 72 %. Wie beim Kompartmentdruck erkennt man auch bei der
Muskelkraft die interindividuellen Unterschiede der Tiere an der Standardabweichung
von 33 %, welches sich in den folgenden Messungen weiterhin um diesen Bereich
fortsetzte.

In den Folgetagen nach der Operation nahm die durchschnittliche Muskelkraft der
Tiere kontinuierlich bis zum 25. Tag zu. Dabei erholte sich die Muskulatur am
schnellsten zwischen dem 10. und 15. Tag, danach nur noch in kleineren Schritten. Ab
dem 30. postoperativen Tag beobachteten wir eine Abnahme der Muskelkraft, auch an
der nicht operierten Gegenseite.

Daher wahlten wir als Vergleichszeitpunkt mit der Kontrollgruppe (40) wieder den 30.
Tag aus. Dabei stellte sich heraus, dass sich zwar alle Tiere erholt hatten, jedoch mit
unterschiedlicher Intensitat. 4 Tiere (36 %) konnten zum Stichtag im Schnitt ca. die
Halfte ihrer Ausgangskraft erreichen. Die Uberwiegende Mehrheit (64 %) erlangte eine
Muskelkrafterholung von durchschnittlich 91 %. Vier Versuchstiere hatten sich sogar
komplett erholt und ihre volle Muskelausgangskraft wieder erreicht, ein weiteres Tier

hatte 96 % der Ausgangskraft zurlick gewonnen (siehe Tabelle 1 auf Seite 66).
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Auffallig waren die Tagesschwankungen der einzelnen Tiere wahrend der
Muskelkraftmessung. Einige Kaninchen zeigten bei vorherigen Messzeitpunkten
deutlich bessere Werte als Tage danach. Betrachtet man den 25. Tag und damit das
Regerationsmaximum bei diesen Tieren, hatte das Versuchtier E 81,6 % vs. 61,8 %,
Versuchstier F 78,18 % vs. 42,7 % und Tier H 82,2 % vs. 48,3 % in Vergleich zum 30.
Tag. Die Muskelkraftregeneration betrug im Durchschnitt fur alle Tiere am 25. Tag
85,7 % + 21,6 %.

Insgesamt betrachtet, haben sich die Tiere nach der Operation schnell erholt und nach

30 Tagen 75,2 % + 25,1 % ihrer Ausgangskraft wieder erreicht.

Muskelkrafterholung zwischen Kontroll- und VEGF-Gruppe
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Diagramm 4: Muskelkraftregeneration zwischen Kontroll- und VEGF-Gruppe wahrend

der Versuchszeit

Das Diagramm 4 stellt die Ergebnisse der Kontrollgruppe (40) und unserer
Versuchsgruppe gegenlber. Dabei wird deutlich, dass beide Kurven ahnlich, nahezu
synchron verlaufen, die der VEGF-Gruppe nur nach oben verschoben. Nach den
Operationen hatte die Kontroligruppe (40) eine hdhere KrafteinbulRe als unsere Gruppe
(94 % vs. 72 %). Im weiteren Verlauf stieg die Muskelkraft kontinuierlich bis zum 30.

postoperativen Tag an. Die schnellste Muskelkrafterholung liegt zwischen den 10. und
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15. Tag und das Regenerationsmaximum zwischen den 10. und 25. Tag. Die
Muskelkrafterholung am 30. postoperativen Tag betrug in der Kontrollgruppe (40) 53 %

und war damit im Vergleich um 22,2 % niedriger.

Der angewendete t-Test ergab, dass sich die traumatisierte Muskulatur am 30.
postoperativen Tag unter der Applikation von VEGF nicht signifikant schneller erholte
(p=0,059) als in der Kontrollgruppe (40).

3.3 Histomorphometrie

In der HE-Farbung der Muskulatur prasentierten sich die Muskelzellkerne blau,
wahrend sich das Sarkolemm, die Muskelfasern und das Bindegewebe in
verschiedenen Rottdénen darstellten. Die Auswertung des Verhaltnisses zwischen
Bindegewebe und Muskulatur konnte leider nicht mit Hilfe der Hamatoxilin-Eosin-
Farbung und des Programms Image-Pro Plus vorgenommen werden, da der Kontrast
der Farbpixel fiir die Differenzierung nicht ausreichte. Es kam zu Uberschneidungen

zwischen Muskulatur und Bindegewebe, die zu falschen Ergebnissen flhrten.

Die Azanfarbung nach Haidenhain ermdéglichte dagegen eine genaue Differenzierung
der einzelnen Strukturen in den Praparaten. Das Bindegewebe farbte sich blau-violett
an, wahrend sich das Muskelgewebe in einem rdétlichen Ton darstellte. Die
Erythrozyten und Gliafasern wie auch die Zellkerne erschienen in rot bis dunkelrot.
Anhand dieser Farbunterscheidung war es dann maéglich, per Computer das Verhaltnis

zwischen Binde- und Muskelgewebe bei beiden Versuchen quantitativ zu bestimmen.

Schon die UbersichtsvergroRerung im Mikroskop zeigte bei einigen Praparaten
deutliche morphologische Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Im Gegensatz
zur Kontrollgruppe waren Narbengewebe und Narbenstrassen bei den Muskelschnitten
der VEGF-Gruppe eine Seltenheit. Der Ort des Traumas liel} sich aber bei allen

operierten Tieren, sowohl in der Kontroll- (40) als auch in der Testgruppe, nachweisen.
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Die Muskelschnitte der Kontrollgruppe (40) wiesen eine deutliche Vermehrung des
Endo-, Peri- und Epimysiums auf. Wir beobachteten in den Praparaten ganze

Narbenstrallen, wobei intaktes Muskelgewebe durch Binde- und Narbengewebe

verdrangt wurde (siehe Abbildung 20).

Abbildung 20: Histologischer Ausschnitt aus der Kontrollgruppe, Azan-Farbung:
Darstellung von Bindegewebe (blau), Muskulatur (rot-blaulich) und
Narbengewebe/Trauma (Kreis); rechts unten im Bild ist ein Gefaf

angeschnitten

Die von uns ermittelten Ergebnisse der Kontroligruppe (40) bezlglich des
Bindegewebsanteils ergaben eine mittlere Bindegewebsvermehrung um fast 400 %
verglichen mit der nicht operierten Gegenseite. Der durchschnittliche
Bindegewebsanteil der operierten und der nicht operierten Seite war signifikant héher
und betrug 9,9 % + 1,8 % vs. 2,5 % + 0,9 %. Die Ergebnisse der OP-Seite der
einzelnen Versuchstiere der Kontroligruppe (40) werden in Tabelle 1 auf Seite 66
dargestellt.

Der Vergleich zwischen den ermittelten Daten der Muskelkrafterholung von Meffert et

al. (40) und unseren Ergebnissen der Bindegewebsvermehrung in der Kontrollgruppe
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zeigte eine Korrelation auf. Dabei stellten wir fest, dass eine zunehmende
Bindegewebsvermehrung mit einer schlechteren Muskelkrafterholung einherging. Am
deutlichsten wurde der Muskelkraftverlust bei Bindegewebswerten Uber 10 %
beobachtet. Nach 30 Tagen erholte sich die Muskulatur bei den finf Tieren im
Durchschnitt nur um 30 % + 18 % des Ausgangswertes.

Das unten aufgefuhrte Diagramm 5 verdeutlicht nochmals die Korrelation zwischen der
Bindegewebsvermehrung und der Muskelkrafterholung, dabei betrug der von uns

ermittelte Korrelationskoeffizient 0,8.

Korrelation zwischen Muskelkrafterholung und Bindegewebsanteil
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Diagramm 5: Korrelation zwischen Bindegewebe und Muskelkrafterholung mit

Regressionsgerade in der Kontrollgruppe

Aus dem Diagramm 5 Iasst sich ferner entnehmen, dass nicht alle Tiere auf der
Regressionsgerade lagen. Einige Tiere schienen empfindlicher auf den erhdhten
Bindegewebsanteil zu reagieren, andere dagegen wurden kaum davon beeinflusst.
Diese interindividuellen Schwankungen lassen sich anhand zweier Extrembeispiele
verdeutlichen. Das Tier NT (Kontrollgruppe) wies einen Bindegewebsanteil von 3,3 % +
0,5 % und eine Muskelkrafterholung von 57,6 % auf, wogegen sich das Tier MT

(Kontrollgruppe) trotz eines Bindegewebsanteils von 9 % + 0,6 % zu 87,5 % erholte.
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In der VEGF-Gruppe (Testgruppe) waren zum Teil verbreitete Bindegewebsstrallen
und lokalisiertes Narbengewebe zu beobachten, jedoch in einem deutlich geringeren
Ausmal} als in der Kontrolle (40). Die Abbildung 21 zeigt den typischen Ausschnitt
eines Muskelquerschnitts aus der Testgruppe in der Azan-Farbung. Hierbei wird
deutlich, dass das Bindegewebe fast ausschlielllich vermehrt um das Trauma

vorkommt. Vergleichend ist das Bindegewebe der Kontrollgruppe in der Abbildung 20

auch im angrenzenden Endo-, Peri- und Epimysiums vermehrt vorhanden.

Abbildung 21: Histologischer Ausschnitt aus der Testgruppe (Tier G), Azan-
Farbung: der Kreis stellt das untergegangene Muskelgewebe und

Narbengewebe/-stralle dar; Muskelgewebe = rot; Bindegewebe = blau
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Diese Beobachtungen, die schon subjektiv anhand eines Blickes durch das Mikroskop

zu erheben waren, konnten durch die Histomorphometrie objektiviert werden.

Die unten aufgeflihrte Tabelle dokumentiert alle erhobenen Daten der Kontroll- (40)

und Testgruppe.

. o Muskelkrafterholung in %
Gruppe Bindegewebsanteil in % (30. Tag) 9
VEGF/Test

B 2,6 44,9

C 0,6 100,0

E 2,8 61,8

F 2,2 42,7

G 2,5 100,0

H 2,3 48,3

I 1,7 100,0

J 2,0 100,0

K 5,2 81,4

M 31 95,9

N 2,6 52,5

MEAN + SD 2,5+0,9 75,2 + 25,1
Kontrolle

AT 3,7 66,6

BT 6,4 85,0

CT 14,5 32,0

DT 14,7 40,0

ET 11,3 51,5
HAT 17,4 23,0
JT 15,8 3,8

KT 6,0 60,0
LT 6,5 78,1

MT 9,0 87,5

NT 3,3 57,6

MEAN + SD 9,9+138 53,2 + 26,5

Tabelle 1:

Gegeniberstellung der Ergebnisse der Histomorphometrie und

Muskelkrafterholung aus Testgruppe und Kontrollgruppe; Auffalligkeiten

sind rot gekennzeichnet
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Aus der obigen Tabelle wird abermals deutlich, dass das Bindegewebe in der
Testgruppe sichtlich geringer vorkam als in der vergleichenden Kontrollgruppe (40).

Der angewendete t-Test bestatigte die Signifikanz der angegebenen Werte (p=<0,05).

Keines der Tiere der Testgruppe verzeichnete einen Bindegewebsanteil Gber 10 %, mit
Ausnahme von Tier K hatten alle Tiere einen Anteil unter 5%. Die Bindegewebsquote
auf der operierten Seite der Kaninchenlaufe lag im Schnitt genau 1% Uber der auf der
Gegenseite (2,5 % + 0,9 % vs. 1,5 % + 0,5 %).

Die Kontrollgruppe (40) hatte im Vergleich eine Vermehrung um den Faktor 4, die
Testgruppe lediglich um den Faktor 1,6. Der durchschnittliche Bindegewebsanteil auf
der traumatisierten Seite betrug in der Testgruppe 2,5 % + 0,9 % vs. 9,9 % + 1,8 % in
der Kontrollgruppe (40).

Die nicht operierten Gegenseiten beider Gruppen unterschieden sich um 1 % (1,5 % +
0,5 % vs. 2,5% + 0,9 %).

Weiterhin ist der Tabelle zu entnehmen, dass keine bzw. nur eine minimale Korrelation
zwischen Bindegewebsanteil und Muskelkraft besteht. Anders als in der Kontrollgruppe
(40) betragt der Korrelationskoeffizient in der Testgruppe lediglich 0,1.

Beispielsweise fuhrte ein hoher Bindegewebsanteil von 5,2 % + 1,2 % und 3,1 % +
0,8 % bei den Tieren K und M nicht zu einer erwarteten Kraftminderung, wie das bei
der Kontrollgruppe (40) der Fall war. Ganz im Gegenteil konnten die Tiere 81,4 % und
95,9 % ihrer Ausgangskraft erreichen. Tier F hatte als Gegenbeispiel einen niedrigeren
Anteil von 2,2 % + 0, 8% an Bindegewebe und erholte sich nur zu 42,7 % seiner
Ausgangskraft.

Jedoch hatten einige Tiere, wie in dem oben beschriebenen Abschnitt Muskelkraft
erwahnt, Tagesschwankungen, so dass die Muskelkrafterholung am 25. Tag besser

ausfiel als in der obigen Tabelle beschrieben.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass am Tag 30 keine Korrelation zwischen
Muskelkraft und Bindegewebskontingent, wie in der Kontrollgruppe (40) beobachtet,
bestand. Jedoch zeigte sich in der Testgruppe eine signifikant niedrigere

Bindegewebsproliferation (p=<0,05).
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3.4 Immunhistologie

Zur Darstellung der Gefalde und zur quantitativen Bestimmung der GefalRzahl setzten
wir die immunhistochemische Analyse ein, bei beiden Versuchsgruppen nach
derselben Methode. Durch die Verwendung eines Antikdrpers gegen a-Smooth Muscle
Actin  (a-SMA) war es moglich, die glatte Muskulatur der GefalRe gezielt zu
identifizieren und mit Hilfe einer Farbung fur die Quantifizierung sichtbar zu machen.
Das gab uns die Mdglichkeit, beide Versuchsgruppen auf Signifikanz zu untersuchen
und damit auch auf Veranderungen durch die Gabe von VEGFgs.

Bei der Durchfiihrung farbten sich die GefalRe rot an und das ubrige Praparat zeigte

sich blass bis durchsichtig. Die Gefal3e wurden nach ihrer Gréf3e eingeteilt.

Die mikroskopische Betrachtung der Schnitte der Kontrollgruppe (40) zeigte eine
Anhaufung von GefaRen, verteilt im gesamten Praparat. Die Gefalizahl unterschied
sich je nach Tier zum Teil erheblich voneinander.

Bei der Zahlung fiel uns auf, dass bei allen Kaninchen kleine Gefalle mit einem
Durchmesser von 5,9 + 0,3 um mit durchschnittich 178,7 + 68,6 Gefallen am
haufigsten vorkamen. Die ndchst grofieren Gefalle mit einem mittleren Durchmesser
von 13,5 + 0,28 um kamen bei allen Tieren im Schnitt 79,7 + 26,0 Mal vor. Grolere
Gefalle mit einem Durchmesser Uber 20 um waren vergleichsweise selten zu finden.
Hier zahlten wir durchschnittlich 16,8 + 17,0 Gefalle mit einem Durchmesser von 23,7
+ 0,61 um und 5,5 + 4,1 mit einem Durchmesser von 49,7 + 20,8 um.

Die Gesamtgefalizahl aller Tiere betrug im Schnitt 280,7 + 93,4. Die hohe
Standardabweichung spiegelt noch einmal die interindividuellen Differenzen zwischen

den einzelnen Versuchtieren wider.

Anders fielen die Ergebnisse in der Testgruppe aus. Zwar zahlten auch wir am
haufigsten kleine Gefalle, jedoch unterschied sich die absolute Zahl erheblich. Gefalle
mit einem Gefalkdurchmesser von durchschnittlich 5,9 + 0,4 um kamen im Mittel 60,7 +
33,5 Mal im Praparat vor. Am zweithaufigsten, wie auch in der Kontrolle (40),
registrierten wir durchschnittlich bei allen Tieren 17,8 + 8,6 Gefalle mit einem
Durchmesser von 13,4 + 1,0 um. Grolere Gefalde waren auch in unserer Gruppe eine

Seltenheit, im Mittel 5,3 Gefalle mit einem Durchmesser Gber 20 um.
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Das Diagramm 6 stellt die Werte der Kontrollgruppe (40) und unserer Testgruppe

anschaulich gegeniber.
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Diagramm 6: Gegenuberstellung der durchschnittlichen Gefatanzahl von Kontroll-

und Testgruppe mit Standardabweichung

Insgesamt unterschieden sich die GefallgrolRe und die prozentuale Haufigkeit bei

beiden Gruppen aber nicht signifikant voneinander (p=>0,05). Auch die anfangs héher

gezahlte, absolute Gefalizahl ergab im t-Test keine Signifikanz (p=0,3).

Eine mdgliche Erkldrung zu den verzeichneten Ergebnissen wird im Diskussionsteil

besprochen.
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4. Diskussion

4.1 Beurteilung der in vivo Untersuchungen

Seit der Entdeckung des endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und seiner Rolle in
der Regulation der Neovaskularisation ist es zu einem explosionsartigen Anstieg von
Versuchen gekommen, die diesen Faktor betreffen. Allein die Suche nach dem
SchlUsselwort VEGF in der elektronischen, biomedizinischen Literatursuchmaschine
Pubmed erbrachte am 12.01.2009 die beeindruckende Zahl von 25.269
Literatureintragen. Jedoch gibt es weniger als eine handvoll Studien, die die Wirkung
von VEGF auf die Muskelregeneration untersuchten und eine Verbesserung der
Regeneration in vivo darstellen konnten. Daher war es interessant, eine in vivo

Untersuchung durchzuflihren, die mehr Informationen dartber bot.

In Studien von Meffert et al. (74, 76) wurden bereits der Einfluss der
Muskeltraumatisierung auf die Knochen- und Muskelregeneration untersucht, so dass
wir uns entschlossen, diesen Versuch unter der Applikation von VEGFs zu
wiederholen. Die in dieser Dissertation behandelte Fragestellung bezieht sich gezielt
auf die Muskulatur und die Ergebnisse der Meffert-Studie von 2008 (74), im
Besonderen auf die Ergebnisse der Dissertation von S. Frey 2005 (40).

Aus ethischen Grinden verzichteten wir auf eine erneute Versuchsreihe mit weiteren
Tieren zur Kontrolle und bezogen uns auf die bereits erzielten Ergebnisse der
genannten Gruppe. Um exakt vergleichbare Daten zu erhalten, wurden die Versuche
von den gleichen Operateuren und Untersucher durchgefuhrt, die auch die
Kontrollgruppe analysiert hatten (erganzt um neue Mitarbeiter). Zudem wurden fir alle
Analysemessungen die gleichen Messplatze angeschafft worden. Es wurden exakt

gleiche Tiere (Rasse, Gewicht) vom gleichen Zuchthof gekauft.

Es ist bekannt, dass Kaninchen schreckhafte und stressempfindliche Tiere sind, die
jedoch haufig in der muskuloskelettalen Forschung verwendet werden. Durch die hohe
Ahnlichkeit der Muskelkompartimente zum menschlichen Unterschenkel lassen sich

Logendrucke und Muskelkraftwerte auf den Menschen tbertragen (40, 76).
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Die in unserem Versuch verzeichnete Dropout-Rate von 21,4 %, bei der drei
Versuchstiere perioperativ verstarben, entsprach der Rate der zu vergleichenden
Kontrollgruppe (40). Dort verstarb ein Tier postoperativ an einer Pneumonie und zwei
Tiere mussten wegen Lockerung des Fixateur's eingeschlafert werden. Vergleichend
notierten wir keine solch gravierenden, postoperativen Komplikationen, die zur
Einschlaferung bzw. zur Erhéhung der Ausfallquote fuhrten. Da es bekannt ist, dass
das Kaninchenmodell in der externen Fixierung mit hohen postoperativen Dropout-
Raten und Komplikationen einhergehen kann (77), hatten wir folglich eine
vergleichsweise geringe Ausfallrate bezogen auf Tibiafixierung, Pseudarthrose und
anderen postoperativen Komplikationen.

Letztendlich kénnen wir nicht sagen, woran unsere Tiere perioperativ verstarben.
Jedoch lieRen uns die akzeptable Dropout-Rate von 21,4 % und das Wissen uber ihre

Stressempfindlichkeit von einer Obduktion absehen.

In unseren Versuchen ist es uns gelungen, durch das Weichteiltrauma bei allen Tieren
ein Kompartmentsyndrom auszuldsen und die damit nétige Traumatisierung des M.
tibialis anterior flir unsere weiteren Untersuchungen sicherzustellen.

Bei allen Tieren, wie auch in der Kontrollgruppe (40) beschrieben, verzeichneten wir
nach der Traumatisierung einen erheblichen Druckanstieg in der Muskelloge, der sich
nach der operativen Tibiaverkirzung von 1 cm senkte und nach 48 h wieder im
physiologischen Normbereich lag.

Der ermittelte durchschnittliche Wert von 29,9 mmHg + 3,9 mmHg (SD 13,2 %) lag im
Schnitt etwa 1 mmHg unterhalb der Kontrollgruppe (Mittelwert 31 mmHg), der
Unterschied war somit minimal. Je nach Autor ware der Kritische Wert fir die
Einleitung der chirurgischen Therapie gegeben (11).

Aus der Literatur ist bekannt, dass der Kompartmentdruck auch blutdruckabhangig ist,
wobei hohe Kompartmentdriicke bei einem Schockzustand eher die Diagnose eines
Kompartmentsyndroms zulasst als der umgekehrte Fall (14, 73). Da die kapillare
Durchblutung proportional zum arteriellen Blutdruck ist, minus den vendsen Blutdruck
(11), wurde nach dieser Formel ein hoher arterieller Blutdruck sowie ein geringer
vendser Blutdruck (keine Rechtsherzstauung, keine tiefe Beinvenenthrombose) einem
Logensyndrom entgegenwirken. Aus diesem Grund und um ein Kompartmentsyndrom
durch diese Methode der Weichteiltraumatisierung zu festigen, fuhrten wir in diesem
Versuch eine simultane, invasive Blutdruckbestimmung durch. Wir konnten beweisen,

dass sich der mittlere arterielle Blutdruck posttraumatisch im Durchschnitt von
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85,2 mmHg auf 70,7 mmHg gesenkt hatte und umgekehrt der Logendruck von
6,8 mmHg auf 29,9 mmHg gestiegen war (siehe dazu Diagramm 2 auf Seite 60).

Trotz der Uneinigkeit der Autoren Uber einen Kritischen Wert, konnten wir zeigen, dass
ein Kompartmentsyndrom durch diese relativ einfache Traumatisierungsmethode zu
erzeugen war. Aullerdem lasst sich aus Diagramm 2 ferner schlie3en, dass die Tiere
anhand des abgefallenen Blutdrucks in guter Narkose lagen und keinen Schmerzen
ausgesetzt waren. In der Literatur findet man Uberwiegend retro- (52) und prospektive
Studien (22), die ein Logensyndrom untersuchen. Es gibt jedoch kaum
Traumatisierungsmethoden zur Erzeugung eines Logensyndroms, die meisten
beruhen auf die Ligatur von Gefalken (115). Flir unseren Versuch bendtigten wir eine
Methode, die einfach durchzuflhren und reproduzierbar war, ohne die Tiere fir die
weiteren Untersuchungen einer erneuten Operation auszusetzen. Auflerdem konnten
wir dadurch den typischen Fall eines Polytraumas, wie man es aus der Poliklinik der
Unfallchirurgie kennt, nachstellen. Eine solche Methode wurde von Meffert et al. 2008
beschrieben (74). Wir verwendeten diese Methode, da wir dasselbe Schema der
Traumatisierung bendtigten, um Aussagen Uber unsere erzielten Ergebnisse zu treffen
und mit der Kontrolle (40) zu vergleichen.

Obgleich wir zur Messung des Kompartmentdruckes zwei verschiedene Messsonden
einsetzen mussten, war die ermittelte Standardabweichung fir alle Tiere nicht
signifikant und unterhalb der verzeichneten Abweichung der Kontroligruppe (40)
(Durchschnitt fur alle Tiere Gber die gesamte Messzeit 3,3 mmHg vs. 3,7 mmHg).
Damit lasst sich ein gravierender, systematischer Fehler durch Sondenwechsel
wahrend des Versuches ausschlie3en.

Wie auch in der Dissertation von Sénke Frey (40) beschrieben, konnten auch wir in
unseren Versuchen interindividuelle Unterschiede bei den Logendricken der einzelnen
Tiere feststellen, sie zeigten sich sowohl vor als auch nach der Traumatisierung und
Operation. Sicherlich ist ein Teil der gemessenen Druckunterschiede zwischen den
einzelnen Versuchstieren durch das Individuum selbst erklarbar. Jedes Tier besitzt, wie
beim Menschen auch, eine gewisse Variation in GroRe und Gewicht sowie im
anatomischen Aufbau seines Unterschenkels wie die Tibialange und der
Muskelaufbau. Durch die gleiche Zichtung und der relativ geringen Abweichung beim
Kdrpergewicht konnten wir die natlrliche Variation aber groéRtenteils minimieren.
Ferner ist auch jede Messung mit einer gewissen Messstreubreite behaftet, die wir
durch eine exakte Lage und einer gewissen zeitlichen Latenz des angezeigten Wertes

pruften und damit die Streubreite auf ein Minimum reduzierten.
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Nach der Operation war die interindividuelle Variationsbreite der Drucksenkung am
hdchsten (Standardabweichung von 4,9 mmHg), ahnliches zeichnete sich auch in der
Kontrolle (40) ab. Wir verzeichneten eine héhere, nicht signifikante Drucksenkung nach
der Operation in Vergleich zur Kontroligruppe (40), die ohne die grof3ten Ausreil’er
(Tier G und ) wahrscheinlich im signifikanten Bereich gelegen héatte. Auch lagen
unsere verzeichneten, postoperativen Mittelwerte (24 h und 48 h) im physiologischen
Bereich und unterhalb der Kontrollwerte (40), jedoch ohne Signifikanz. Den von Frey
(40) beschrieben Druckanstieg 24 Stunden nach der Operation konnten wir in unserem
Versuch nicht feststellen. Eine moégliche Erklarung fir die Streuung ware sicherlich die
oben erwahnte unterschiedliche, individuelle und anatomische Variation. Auch wahlten
wir bei der Operation einheitlich eine standardisierte Knochenblockresektion von 1 cm
aus und nicht individuell 10% der Ausgangsldnge. Dadurch koénnte je nach
Ausgangslange der Tibia die prozentuale Verkirzung eine Rolle bei der Drucksenkung
gespielt haben.

Meffert et al. (75) untersuchte den Logendruck nach Tibiakirzung ohne
Traumatisierung und kam zu dem Ergebnis, dass die Tibiaklrzung keine
Auswirkungen auf den normalen Kompartmentdruck hatte. Durch unsere Studie, die
Versuche der Kontrollgruppe (40) und die Arbeit von Mdéllenhof et al. (78, 79) kann

diese These, wenigstens bei erhdhten Logendriicken, widerlegt werden.

Das Hauptthema unserer Studie war die Erforschung der Muskelregeneration unter
dem Einfluss von VEGF,¢5. Dazu wurde die Muskelkraft vor dem Weichteiltrauma und
postoperativ in 5 Tages-Abstanden beidseitig gemessen.

Der in den ersten Tagen nach der Operation registrierte Kraftverlust der Muskulatur
entsprach den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen (8, 53) und der
Dissertation von Sdénke Frey (40). Durch die Tibiaklrzung hatte sich auch die
Muskelvordehnung verandert, die die Muskelkraft beeinflusst. Hierbei kommt es zur
Uberlappung der gegensinnig gepolten Aktinfilamenten aus den zwei Sarkomerhalften,
die gegen die Z-Scheibe gepresst werden, dadurch nimmt die Kraft bei kirzeren
Langen ab. Hinzu kommt eine erschwerte Bildung von aktiven Querbriicken, da der
Abstand zwischen den parallelen Myofilamenten gréfier wird (92).

Insgesamt verzeichneten wir direkt nach der Operation aber einen geringeren
Kraftverlust gegenlber der Kontrolle (40), namlich 72 % vs. 94 %. Eine mdgliche
Erklarung hierflr kdnnte das etwa 1-2 mm dicke und mit VEGF 45 getréankte Kollagen

zwischen den Knochenenden sein, das in den ersten Tagen vom Kd&rper noch nicht
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vollstandig resorbiert wurde und die Muskelvordehnung erhéht und damit auch, nach
der oben beschriebenen Physiologie, die Muskelkraft. Umgerechnet entsprache diese
zusatzliche Lange bei einem 10 mm groflen Knochenblockresektat immerhin einer
etwa 10 % bis 20 % hoheren Muskelkraft. Ohne diese Zusatzlange kdme man auf
einen ahnlichen Wert wie die Kontroligruppe (40). Die Resorptionszeit des Kollagens
im Kaninchenkoérper wurde in dieser Studie nicht untersucht, da die ersten Werte der
Muskelkraft nicht entscheidend fir unsere Fragestellung waren. Leider fuhrt auch die
Literatur keine bessere Methode fir die kontinuierliche Abgabe von VEGF auf Kallus-
und Muskelregion an. Wichtig ist noch zu erwadhnen, dass bei der Probenentnahme
keine Uberreste des Kollagens gefunden wurden, und dass die Ergebnisse der
Endmessungen flr unseren Versuch damit aussagekraftig sind. Sicherlich ware die
Regenerationsgeschwindigkeit der Muskulatur interessant zu vergleichen, jedoch kann
man anhand des Diagramms 4 auf Seite 63 feststellen, dass sich die Steigung beider
Kurven kaum unterscheidet. Das Regenerationsmaximum und die schnellste
Muskelkrafterholung (steilster Kurvenverlauf) waren bei beiden Versuchen identisch.
Dies ist auf die gleichen Versuchsbedingungen der Beinverldangerung im Fixateur und
auch der Normalisierung der Muskelvorspannung zurickzufihren.

Der weitere Verlauf der Krafterlangung war insgesamt fur alle Tiere steigend. Anstatt
des 35. Tages wahlten wir als Vergleichszeitpunkt den 30. Tag, da wir ab dem 25.
postoperativen Tag einen durchschnittlichen Abfall der Kraftkurve verzeichneten.
Diesen Kraftverlust registrieten wir auch an den gesunden, nicht operierten
Hinterlaufen der Tiere. In der Dissertation von S. Frey (40) und in der Literatur wurde
aber nichts dergleichen beschrieben. Eine mogliche Erklarung ware, dass sich zum
Ende des Versuchs eine Gewdhnung der Tiere an die Narkose einstellte, die nicht zur
vollen Relaxierung der Tiere fihrte und damit zu geringeren Kraftausschlagen. Das
ware auch deshalb plausibel, weil dieses Phdnomen der Toleranz auch von S. Frey
(40) beschrieben wurde und die KrafteinbuRen schlieRlich beidseits vorkamen. Durch
eine zu geringe Sedierung war die Muskulatur nicht komplett relaxiert und die Tiere
boten einen gewissen Widerstand gegen die elektrische Nervenstimulation.

Dieses kdnnte auch die Erklarung fir unsere unbrauchbaren praoperativen Werte
gewesen sein, die wir dann durch den Mittelwert der Gegenseite ersetzten und die
Erholung mit dieser Gegenseite verglichen. Da dieselbe Vorgehensweise auch von der
Kontrolle (40) durchgefihrt wurde, kommt es zu keinem Fehler beim Vergleich der
gemessenen Daten. Zuséatzlich bestanden anfangs eine Hemmung und die

Beflirchtung, die Tiere durch eine Uberdosis zu téten. AuRerdem verwendeten wir eine
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andere Methode der Muskelkraftmessung als in der Kontrolle (40) beschrieben, so
dass wir die erzielten Werte nicht richtig einschatzen konnten. Der Druckaufnehmer
der Messapparatur wurde in Absprache mit dem Ingenieur Dr. Steffen Schanz als
Mitarbeiter unseres Forschungslabors entwickelt und von ihm als vergleichbar
eingeordnet. Alle Messungen konnten dadurch in Echtzeit auf den Bildschirm
wiedergegeben und in Form einer Exel-Tabelle gespeichert werden.

Die im Verlauf gemessene hohe Standardabweichung von durchschnittlich 30 %
verdeutlicht noch einmal die bereits zuvor erwdhnten, moglichen Erklarungen zur
interindividuellen Differenzen zwischen den einzelnen Tieren. Aulierdem ist ein
mdglicher, weiterer Ansatz das Traumamodell selbst. Die Zange musste 30 Minuten
lang in derselben Position gehalten werden und jede Bewegung flhrte durch die
aulerst flexible Haut des Kaninchens zu einer Deplatzierung und machte eine erneute
Positionierung und Fixierung noétig. Andererseits konnte bei unvollstandiger
Relaxierung des Kaninchens das Tourniquet durch Abwehrbewegungen verrutschen.
Auch wenn stets versucht wurde, sorgfaltig zu arbeiten, waren Abweichungen in der
Versuchsdurchfihrung unvermeidbar. Diese kdnnte zu einer Veradnderung der
Traumatisierung gefiihrt haben und somit die interindividuellen Differenzen bedingen

bzw. verstarken.

Die Ergebnisse des 30. postoperativen Tages zeigen eine grenzende Signifikanz
(p=0,059) in der Muskelkrafterholung verglichen mit der Kontrollgruppe (40). Die Tiere
erholten sich nach dem Weichteiltrauma und der Operation im Schnitt zu 75,2 % +
25,1 %, die Kontrolle (40) zu 53 %. Nimmt man als Vergleichszeitpunkt den 25. Tag,
das Regenerationsmaximum (hoéchster Punkt in der Regenerationskurve, siehe
Diagramm 4), ware die Signifikanz eindeutig und deutlich unter p=0,05. Die Erholung
betrug am 25. Tag durchschnittlich 85,7 % + 21,6 %. Wie bereits erwahnt, ware eine
maogliche Gewoéhnung der Tiere an die Narkose und die unzureichende Relaxierung ein
Grund fur die danach absteigende Kurve. Die Signifikanz ware auch eindeutig, wenn
man das Tier B, mit der schlechtesten Muskelkrafterholung, nicht mit in die Wertung
einbeziehen wirde. In der Dissertation von Sonke Frey (40) wurde beschrieben, das
sich das Tier JT nach der Operation nicht erholte und als Ausreil3er eingestuft wurde.
Wirde man dieses Tier JT und das Tier B aus der Wertung herausnehmen, ergabe
sich eine Signifikanz in der Muskelkrafterholung durch die Gabe von VEGFgs
(p=0,041). Das Gewicht der Studie ware dann mit 10 Tieren immer noch ausreichend,

um eine Scheinsignifikanz auszuschlieRen.
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4.2 Beurteilung der in vitro Untersuchungen

Neben der Muskelkraftmessung erfolgte die histomorphometrische Analyse zur
Beurteilung des Regenerationsverhaltens der Muskulatur ~ nach der
Weichteiltraumatisierung. Dadurch war es uns moglich, die Quantifizierung des
Bindegewebsgehalts beider Gruppen auf Signifikanz zu untersuchen. Da die aus dem
Mesoderm entstehende Skelettmuskulatur ein hoch regeneratives Gewebe ist, das
auch nach wiederholten Verletzungen die Fahigkeit zur kompletten Regeneration
besitzt (96), stitzten wir uns auf diese aus der Literatur bekannte Aussage und
untersuchten dieses  Regenerationsverhalten  histologisch. Ein  geringerer
Bindegewebsanteil sprache flr ein geringeres Narbengewebe im Praparat und damit

fur eine positive Regeneration der Muskulatur.

Wir kamen zum Ergebnis, dass der Bindegewebsanteil in der Testgruppe signifikant
niedriger ausgefallen war als in der Kontrolle (40). Verglichen wurden dabei sowohl die
Werte von S. Frey (40) als auch die nachtraglich neu ermittelten Werte der Kontrolle
durch das einheitliche Auswertungsschema. Dadurch konnten wir einen systemischen
Fehler durch unterschiedliche Auswertungsmethoden ausschalten und die Signifikanz
festigen.

Wir stellten fest, dass sich die Ergebnisse der beiden Auswertungsmethoden der
Kontrolle signifikant voneinander unterschieden (p=0,048). Die Bindegewebsquote der
operierten Seite lag bei allen Tieren im Schnitt um 5 % hdher als von uns verzeichnet
(146 % vs. 9,9 %). Eine mogliche Erklarung fir die Signifikanz ware die
Auswertungsmethode selbst. In unserer Auswertung konnten wir den gesamten
quergeschnittenen Muskel auf dem Objekttrager mit Hilfe des Programms Image-Pro
Plus und des Mikroskops Olympus BX51 in 40-facher Vergroflerung automatisch
abfotografieren. Im Unterschied zu der durchgefiihrten Methode von S. Frey (40), der
das Praparat eigenstandig in 160-facher VergroRerung einzeln abfotografierte und
danach zusammenlegte, waren bei uns Bildiberschneidungen unwahrscheinlich.
Aullerdem wurde mit unserer Methode anhand der Farbpixel das Binde- und
Muskelgewebe anteilig durch ein Programm berechnet, somit waren eventuell
subjektive Umzeichnungen der einzelnen Strukturen, wie in der Dissertation von S.
Frey (40) beschrieben, nicht mdglich. Nicht zuletzt befreiten wir angeschnittene
Muskelfaszien und groRe Gefdle sowie Nervengewebe mittels eines

Bildbearbeitungsprogramms, damit diese die Auswertung nicht verfalschten.
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Letztendlich bleiben trotzdem beide Auswertungsmethoden sehr aufwendig und im
Detail noch nicht ausgereift. Zum Ausschluss eines Bias erfolgte eine zuséatzliche

Auswertung, um subjektive Bewertungen zu vermeiden.

Auch stellten wir bei den von uns neu ermittelten Ergebnissen der Kontrollgruppe eine
Korrelation zwischen Bindegewebe und Muskelkraft fest. Wie schon von S. Frey (40)
beobachtet, bemerkten auch wir, dass die Muskelkraft bei Bindegewebswerten tber
10 % deutlich abnahm. Eine vergleichbare Korrelation wurde aber in unserem Versuch
nicht verzeichnet. Zwar hatte sich das Bindegewebe der operierten Seite, verglichen
mit der Gegenseite, signifikant vermehrt, doch es wurden von uns keine Werte tber
10 % beobachtet. Wie schon in der Diskussion erwahnt, hatten unsere Versuchstiere
Tagesschwankungen, wahrscheinlich bedingt durch die zunehmende Narkosetoleranz.
Somit hatten alle Tiere, bis auf Tier B, eine bessere Muskelkraftregeneration als am
30. Tag verzeichnet und damit konnte wahrscheinlich eine Korrelation nicht stattfinden

bzw. waren die Ergebnisspannen fir eine Korrelation nicht grof3 genug.

Wir konnten auch damit deutlich machen, dass die nicht erzielte Signifikanz am 30.
Tag der Muskelregeneration tatsachlich durch eine wahrscheinliche Narkosetoleranz
zu erklaren war und nicht durch ein erhdhtes Narbengewebe. Somit konnten wir durch
die Histomorphometrie bestéatigen, dass die Muskelregeneration durch VEGFgs

signifikant verbessert wurde.

Insgesamt konnten wir die Beobachtungen von S. Frey (40) bestatigen, dass sich die
Muskelkraftregeneration bei Bindegewebswerten Uber 10 % deutlich verschlechtert.
Leider fanden wir in der Literatur keine vergleichbaren Studien, an denen wir unsere
Ergebnisse vergleichsweise beurteilen konnten. Auflerdem konnten wir beweisen,
dass die VEGFs-Gabe zu einem signifikant niedrigen Anteil des Narbengewebes in

der Muskulatur fuhrte und auch zur Muskelregeneration beitrug.
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Die immunhistochemische Analyse diente der weiteren Objektivierung der Wirkung von
VEGF auf die Muskulatur. Es ist aus der Literatur bekannt, dass VEGF nicht nur zur
Neovaskularisation (25, 66) beitragt, sondern auch zur Muskelregeneration nach
Ischdmie (15). Rissanen et al. (91) fuhrten eine Studie an acht ischdmisch betroffenen
Personen und 20 Neuseeland Kaninchen durch. Dabei kamen sie zum Ergebnis, dass
eine akute Ischamie zur diffusen Bildung und Ausschittung von VEGF und VEGFR-2
von den betroffenen Muskelzellen und Makrophagen filhrte. Diese Zellen besalen
auch hohe Spiegel von HIF-1a, das bekanntlich bei Hypoxie zur Hochregulation von
VEGF und VEGFR-1 fihrt. Um eine Aussage Uber die Wirkung von VEGFgs
festzustellen, zahlten wir in beiden Gruppen die Gefalke und verglichen diese auf

Signifikanz.

Die ermittelten Ergebnisse waren nicht wie von uns erwartet. Wir erwarteten nach den
Ergebnissen der Muskelkraftregeneration und der Histomorphometrie einen deutlichen
Anstieg der Gefallzahl als Folge von VEGFs und damit mit einer weiteren
Bestatigung der Wirkung von VEGFqs5 auf die Muskulatur. Aus anderen Studien ist
bekannt, dass es durch die Gabe von VEGFg5 zu einer erhéhten GefalRneubildung in
der applizierten Muskulatur und zu einem Anstieg der Gefaflzahl kommt (87, 126).
Jedoch unterschieden sich die Anzahl der Gefalle beider Gruppen nicht signifikant
voneinander, weder prozentual noch absolut. Die Anzahl der Gefalle in der
Kontrollgruppe (40) lag sogar absolut héher als in der VEGF-Gruppe (280,7 + 93,4 vs.
83,8 + 29,6), jedoch ohne Signifikanz (p=0,31).

Eine mogliche Erklarung fur diese Ergebnisse kénnte in den zeitlichen Ablaufen liegen.
Nach 40 Tagen hatte sich die Anzahl der Gefal3e in der Muskulatur normalisiert und
eine Gefalireaktion war somit nicht mehr nachzuweisen. Eine solche verhaltnismafig
lange Zeitspanne wurde in anderen Studien nicht untersucht. In unseren Versuchen
konnte ein immunolgischer Nachweis von VEGFs5 aus technischen Grinden nicht
erfolgen, so dass wir unsere Ergebnisse der Immunhistologie nicht weiter untersuchen
konnten. Deshalb waren weitere longitudinale Untersuchungen nach 10-20-30 Tagen
zu empfehlen.

Vielleicht war aber auch die Applizierungsmethode mit einem Kollagenschwammchen
nicht die richtige Wahl fir unsere Untersuchung. Eine Literaturrecherche ergab keine
vergleichende Studie, die diese Darreichungsform auf die Muskulatur untersucht hatte.

Die meisten Studien beschreiben eine gen-therapeutische Gabe von VEGF entweder
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intramuskular oder intraarteriell (63). Somit kdnnte die Bestimmung der VEGFes-
Konzentration in der Muskulatur auf der Basis unserer Versuchsmethode sicherlich ein
maoglicher und interessanter Untersuchungsansatz fiir eine weitere Studie sein.

Nicht zuletzt kdnnten unsere Ergebnisse auch zufallig zu einer Signifikanz geflhrt
haben. Dagegen sprechen jedoch die ausreichende Anzahl der Versuchstiere und die

ermittelten Signifikanzen der Muskelregeneration und der Histomorphometrie.

Wir nehmen auch an, dass die Wirkung von VEGFss wahrscheinlich auch auf einen
anderen Mechanismus als die Verbesserung der Muskeldurchblutung beruht.
Literarische Recherchen zeigten, dass Entzindungszellen wie Makrophagen von
VEGF chemotaktisch angelockt werden und dort zur Induktion von verschiedenen
Zytokinen fihren (9, 20). AuRerdem weil3 man, dass VEGF sowie Flt-1 und Flk-1
sowohl in ruhenden als auch in aktivierten Satellitenzellen und sich regenerierenden
Muskelfibrillen exprimiert werden (44).

Somit kam es wahrscheinlich auch nach Literatur zusétzlich zu der verbesserten
Muskelregeneration durch eine vermehrte und schnelle Aktivierung von
Entzindungszellen, die das Trimmergewebe schnell abbauten. Verstarkend kam es
mutmaldlich durch die zusatzliche Gabe von VEGF 45 zu einer Reduktion der Apoptose,
dass zu einem verminderten Untergang von Muskelzellen fuhrte (3, 44). Nicht zuletzt
kénnte die erhdhte Satellitenzellenaktivierung, die zur Muskelregeneration beitragt, und
die erhéhte Chemotaxis auf myogene Vorlauferzellen ihren Beitrag geleistet haben
(44).

In einer anderen Studie von Arsic et al. (3) konnte auch eine Stimulation der
Muskelregeneration durch VEGF festgestellt werden. Dabei kam man auch zu dem
Ergebnis, dass VEGF vor Muskelapoptosis schitzt und zur Bildung neuer

Muskelfasern beitragt.

Letztendlich konnten wir zeigen, dass die Wirkung von VEGFs nach 40 Tagen
immunhistologisch nicht mehr nachzuweisen war und somit neue Erkenntnisse
bezlglich Wirkungsdauer von VEGF¢5 auf die Gefalde gewinnen.

AuRerdem konnten wir histomorphometrisch beweisen, dass VEGFs zu einer
signifikanten Minderung von Narbengewebe fuhrt.

Wir glauben, in unserem Versuch die Ergebnisse von Arsic et al. (3) bestatigt zu

haben, dass VEGF zur Muskelregeneration beitragt.
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4.3 Schlussfolgerung

Unfalle mit einem Hochrasanztrauma kbénnen zu offenen Frakturen mit
Weichteilverletzungen und dem Verlust von Knochensegmenten flhren. Dabei ist
besonders die untere Extremitat betroffen. Eine schnelle und adaquate
Therapieeinleitung mit Debridement von Knochen- und Weichteilgewebe und eine
minimalinvasive  Knochenfixierung durch  externe  Stabilisierung, die die
Gewebsperfusion und damit auch die Heilungsrate steigert und das Infektionsrisiko
senkt, sollte bei einer Tibiafraktur mdglichst angestrebt werden (75). Haufig werden
diese Verletzungen durch ein Kompartmentsyndrom begleitet (61, 65, 73), das die
Ausgangssituation weiterhin kompliziert. In solchen Situationen ware eine initiale
Verklirzung des Knochens bei komplexen, offenen Unterschenkelfrakturen mit
Substanzverlust (27) in Verbindung mit einer gleichzeitigen Senkung des

Logendruckes (78, 79) von einem grofien therapeutischen Vorteil.

Wir konnten durch unseren Versuch nachweisen, dass ein Kompartmentsyndrom
mittels unserer Methode der Weichteiltraumatisierung zu erzeugen war und mit Hilfe
einer 1 cm grof3en Knochenblockresektion therapiert werden konnte. Damit konnten

wir die Ergebnisse von Mdllenhof et al. (78, 79) bestatigen.

In vielen Bereichen der Medizin gilt der endotheliale Wachstumsfaktor VEGF als
Hoffnungstrager in der Behandlung von verschiedenen Erkrankungen. Besonders auf
dem Gebiet der Gefalchirurgie und der peripheren arteriovaskularen Krankheiten
werden durch VEGF grof’e Erwartungen geweckt als alternative Behandlungsmethode
zur Amputation. Durch die erhdhte Gefalineubildung verspricht man sich eine bessere
Durchblutung des Gewebes.(112).

Auch wir versprachen uns am Anfang der Studie eine hoéhere Kallus- und
Muskelregeneration durch die VEGFgs-bedingte, gesteigerte Durchblutung beider
Gewebearten. Wir konnten zwar zeigen, dass es durch die Gabe von VEGF 65 zu einer
signifikant besseren Muskelregeneration gekoppelt mit einer signifikant erniedrigten
Narbengewebsbildung (H2 der Arbeitshypothese) und einer besseren
Muskelkraftregeneration (H1 der Arbeitshypothese) im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(40) gekommen war. Doch konnten wir den Einfluss der besseren

Gewebsdurchblutung der Muskulatur immunhistologisch nicht mehr beweisen, da nach
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40 Tagen die Gefalreaktion nicht mehr nachzuweisen war, wohl aber die positiven

Folgen von VEGF g5 auf die Muskelregeneration.

Wir konnten durch unseren Versuch weitere Erkenntnisse zu VEGFs und zur
Muskelregeneration beitragen und neue Hoffnungen im Einsatz von VEGFqg5 bei

Muskelverletzungen setzen.
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Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

schematische Darstellung einer Angiogenese durch Sprouting aus

Yue et al. ,Pharmacogenomics and the Yin/Yang actions of ginseng:
antitumor, angiomodulating and steroid-like activities of gensenoides”
Chin Med 2:6 2007

Darstellung der VEGF Rezeptorfamilie aus Gerald McMahon ,VEGF
receptor signaling in tumor angiogenesis“ Oncologist 5 Suppl 1:3-10,
2000

Querschnitt knapp oberhalb der Mitte des Unterschenkels zur
Darstellung der Anatomie aus Frank H. Netter ,Atlas der Anatomie des
Menschen® 2. Erweiterte Auflage, Thieme Verlag 2000

Messmethode nach Whitesides aus der Dissertation von Astrid Klal}
2002 ,Das FulRkompartmentsyndrom - eine experimentelle Studie®.
Anlage eines OP-Handschuhs als Tourniquet =zur kinstlichen
Erzeugung einer Ischdmie am zu operierenden Kaninchenbein

Anlage einer speziellen Kontusionsklemme Uber der Frakturstelle auf
den Muskelbauch des Musculus tibialis anterior zur weiteren
Muskeltraumatisierung

Darstellung einer Hyperdmie nach Reperfusion eines zuvor
ischamisierten Kaninchenbeins durch ein Tourniquet

intraoperatives Bild einer Resektion eines 10 mm grofden
Knochenblocks des Tibiaknochens, entnommen aus der Dissertation
von Soénke Frey 2005 ,Der Einfluss des Weichteiltraumas auf die
Muskulatur nach akuter Beinverkirzung und anschliellender
Verlangerung®

intraoperative Aufnahme eines mit VEGF45 versetztes Kollagen zur
Fallung des Knochendefekts nach Knochenblockresektion
schematische lllustration einer Kompartmentdruckmessung, dabei wird
mittels einer 14 G Braunile ca. 2 cm distal des Muskelursprungs des

Musculus tibialis anterior in den Muskel eingestochen
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Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

schematische lllustration einer Kompartmentdruckmessung; nach
Entfernung der Metallkanile wurde die abgebildete Drucksonde wie
ein Mandrin in die BraunUlle vorgeschoben

die

abgebildete Drucksonde liegt ca. 2 cm im anterioren Kompartiment, die

schematische lllustration einer Kompartmentdruckmessung;
BraunUle wurde Uber die Sode zurtickgeschoben

Veranschaulichung einer  Logendruckmessung mittels  einer
RAUMEDIC Drucksonde, die mit einem Datenerfassungsgerat (Spider
8, dargestellt unterhalb des Laptops) und einem Laptop verbunden ist
intraoperative Darstellung einer Kompartmentdruckmessung mittels
eines KODIAC-Ausweichgerats

Das Bild stellt einen monolateralen Distraktor vom Typ Orthofix M-103®
an einem operierten Kaninchenhinterlauf dar, bei dem alle 12 h eine
Kallusdistraktion um 0,5 mm erfolgte

photographische Darstellung des Nervus fibularis profundus bei einem
Versuchstier bei der Probenentnahme post mortem

Das Bild stellt eine Muskelkraftmessung bei einem Versuchstier im
Seitenbild dar, Knie- und Sprunggelenk sind in 90° Stellung
bei

Muskelkraftmessung wéhrend einer transkutanen Nervenstimulation

schematische Darstellung der  Messapparatur einer
dargestellt ist die histologische Aufarbeitung des M tibialis anterior,
fixiert auf eine Korkplatte nach Probengewinnung

Histologischer Muskelquerschnitt in Azan-Farbung vom Tier JT der
durch

untergegangenes Muskelgewebe und das vermehrte Narben- und

Kontrollegruppe; dargestellt  werden das Trauma
Bindegewebe; erstellt mit Hilfe der Software Image-Pro Plus

Histologischer Muskelquerschnitt in Azan-Farbung von dem Tier G der
Testgruppe; hier wird der Ort des Traumas und das Narben-und

Bindegewebe dargestellt; erstellt mit Hilfe der Software Image-Pro Plus
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6.1 Diagrammverzeichnis

Diagramm 1:

Diagramm 2:

Diagramm 3:

Diagramm 4:

Diagramm 5:

Diagramm 6:

Darstellung des Studienablaufs anhand eines Flussdiagramms

Verlauf von Blutdruck und Kompartmentdruck in der Perioperationszeit,
verkleinerte Kluft zwischen dem mittleren arteriellen Blutdruck und
Kompartmentdruck nach der Traumatisierung

Kompartmentdruckverlauf aller Tiere sowie Mittelwert und
Standardabweichung

Gegeniberstellung der Muskelkraftregeneration zwischen Kontroll- und
VEGF-Gruppe

Korrelation zwischen Bindegewebe und Muskelkrafterholung mit
Regressionsgerade in der Kontrollgruppe

Gegenulberstellung der durchschnittlich gezahlten GefalRe beider
Versuche in der Immunhistologie als Balkendiagramm  mit

Standardabweichung

6.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Gegeniberstellung der Ergebnisse der Histologie und der
Muskelkraftmessung der VEGF- und Kontroll-Gruppe; aufgefihrt sind
der Bindegewebsanteil der Muskelquerschnitte und die
Muskelkrafterholung im Vergleich zur gesunden Gegenseite am 30.

postoperativen Tag; Auffalligkeiten sind rot gekennzeichnet
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