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1. Einleitung

1.1 Osteomyelitis:

Entziindungen des Knochens waren als Krankheitsbild schon im alten Agypten (Edwin Smith
Papyrus von 2500 v. Chr.) und in der Antike (Hippokrates) bekannt. Der Begriff Osteomyelitis
wurde von dem franzosischen Chirurgen Edouard Chassaignac im Jahre 1852 gepragt. Er
beschrieb die Krankheit erstmals als einen inflammatorischen Prozess, der von
Mikroorganismen verursacht und von einer Zerstorung des Knochens begleitet wird [24; 34].
Im deutschen Sprachgebrauch wird zwischen einer Osteomyelitis, welche als
Knochenmarksentziindung definiert ist, und einer Ostitis (Synonym: Osteitis) unterschieden,
welche eine entziindliche Erkrankung der Knochensubstanz beschreibt [113]. Sowohl die
Osteomyelitis als infektiose Entziindung des Knochenmarks wie auch die Osteitis
(Knochenentziindung) koénnen auf andere Bereiche des Knochens iibergreifen [112]. Daher
werden mittlerweile die Begriffe Osteomyelitis und Osteitis in der Medizin parallel
beziehungsweise synonym verwendet, da in der Mehrheit der Félle nicht nur das Knochenmark

sondern auch andere Bestandteile des Knochens betroffen sind [112; 128].

Im klinischen Bereich wird eine Osteomyelitis in akut, subakut und chronisch unterteilt und
diese Einteilung basiert auf der Zeitspanne zwischen dem initialen Ereignis (z.B.: Verletzung
oder Operation) und der Diagnose. Wird eine Osteomyelitis innerhalb von zwei Wochen
diagnostiziert, wird sie als akut eingestuft. Erfolgt die Diagnose innerhalb eines Monats, handelt
es sich um eine subakute Osteomyelitis und erfolgt die Diagnose erst nach Monaten, wird die
Osteomyelitis als chronisch eingestuft [19; 68]. Akute Entziindungen im Knochen kommen als
postoperative Osteitis [51] oder hdmatogene Osteomyelitis bei prapubertiren Jugendlichen [49;
68] vor. Im Gegensatz zur postoperativen oder posttraumatischen Osteomyelitis, bei der eine
Knocheninfektion durch eine Verletzung des Knochens oder des Weichgewebes verursacht
wird [102; 137], werden bei der himatogenen Osteomyelitis Bakterien {iber den Blutkreislauf
in den Knochen eingetragen [8; 106]. Beide Varianten der akuten Osteomyelitis sind klinisch
durch lokale Entziindungsreaktionen (Rotung, Schwellung, Funktionseinschrinkung)
gekennzeichnet und konnen bei ausbleibender oder nicht erfolgreicher Therapie chronisch
werden [106; 132]. In den Industrielindern ist die postoperative oder posttraumatische
Osteomyelitis mit 80% die hiufigste Form und 10-30% der akuten Fille entwickeln einen
chronischen Verlauf [52]. Die chronische Osteomyelitis zeigt klinisch ein variables
Erscheinungsbild und ist durch Rétung, Schwellung und Warmeentwicklung des umliegenden

Weichgewebes, Fieber und/oder Schmerzen gekennzeichnet [1; 95]. Nekrotische
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Knochenareale und Sequester konnen mittels radiologischer bildgebender Verfahren erkannt
werden. Diese sind neben der klinischen Untersuchung fiir die Diagnose einer Osteomyelitis
essentiell [48; 67; 83; 101]. Prinzipiell kann jeder Knochen eine Osteomyelitis entwickeln.
Tibia und Femur sind jedoch die Knochen, welche am hiufigsten von einer Osteomyelitis

betroffen sind [82].

1.1.1 Klassifizierung einer Osteomyelitis:

Eine einheitliche Klassifizierung fiir Osteomyelitiden existiert bisher nicht und die im
klinischen Bereich am haufigsten verwendeten Klassifikationen sind die von Waldvogel [132-
134] und Cierny/Mader [27-28]. Bei Waldvogel erfolgt die Einteilung einer Osteomyelitis nach
deren Dauer (akut oder chronisch) und der Infektionsquelle (hdmatogen, vaskulére Insuffizienz
oder ,,contiguous™ also aus benachbartem Gewebe iibergreifend). Direkte bakterielle
Kontaminationen des Knochens oder des Markraumes, wie sie beispielsweise bei offenen
Frakturen vorkommen konnen, werden hierbei nicht beriicksichtigt. Bei der Cierny-Mader
Klassifizierung erfolgt die Einteilung aufgrund anatomischer, klinischer und radiologischer
Aspekte. Hierbei werden die lokale Ausbreitung (Abbildung 1) und der Gesundheitszustand der
Patienten (gesund oder pathologisch verdndert) beriicksichtigt. Eine Berlicksichtigung der

Infektionsdauer erfolgt bei dieser Klassifizierung nicht.

Typl: Typ ll: Typ llI: Typ llI:
Medullar Oberflachlich Durchdringend-  Durchdringend-
stabil instabil
Lokalisierung Cﬂ
im Knochen
medullar oberflachlich lokal
Beteiligung
von Knochen
und

Weichgewebe \ \ . I

Abbildung 1: Cierny-Mader Klassifizierung des osteomyelitischen Knochens. Modifiziert nach
Cierny et al. 2003 [28]
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Romano et al. (2011) verglich 10 Klassifizierungsschemata fiir Knochen- und Gelenk-
infektionen [105] und von Hotchen et al. (2017) wurden 13 Schemata zu Klassifizierung der
Osteomyelitis von langen Rohrenknochen verglichen [53]. In diesen systematischen Reviews
wird eine grofle Bandbreite von Variablen zur Klassifizierung einer Osteomyelitis aufgefiihrt.
Einige der verwendeten Variablen wie beispielsweise der Gesundheitszustand oder die Art der
Knochendefekte sowie die Abdeckung des Defektes mit Weichgewebe werden zu
Prognosezwecken oder zur Planung der operativen Nachsorge verwendet. Andere Variablen,
wie zum Beispiel die Atiopathogenese, haben eine rein deskriptive Funktion. Aus heutiger Sicht
zahlen die Intensitdt der Knochenbeteiligung, die Keimart und deren Antibiotikaresistenzen,
die Notwendigkeit des Wundverschlusses mit Weichgewebe sowie der Gesundheitszustand der
Patienten zu den wichtigen Variablen, welche in ein klinisches Klassifizierungsschema der

Osteomyelitis eingeschlossen werden sollten.

1.1.2 Atiologie:

Prinzipiell lassen sich die initialen Faktoren fiir die Entstehung einer Osteomyelitis in drei
Hauptkategorien einteilen [17; 53; 105] welche auch schon bei Waldvogel zugrunde liegen
[132-134]. Hamatogen: eine bakterielle Infektion gelangt iiber den Blutkreislauf in den
Knochen und verursacht dort eine Entziindung. Infektids: eine primire Entziindung des
Kochens nach einer Verletzung/dem Einsetzten einer Prothese oder eine sekundére Infektion,
bei der eine Entziindung des Weichgewebes auf den Knochen iibergreift. Vaskulér: eine
Entziindung der unteren Extremititen sekunddr zu einer vaskuldren Erkrankung wie
beispielsweise Diabetes oder Arteriosklerose. Penetrierende Verletzungen und intraoperative
Infektionen sind die Hauptursachen fiir die Entstehung einer primdren Osteomyelitis. Ein
Ubergreifen einer Infektion vom Weichgewebe auf den Knochen ist bei Patienten mit schweren
vaskuldren Erkrankungen weit verbreitet [17]. Bei Kelly erfolgt die Klassifizierung nach
hidmatogener Osteomyelitis, Osteomyelitis bei vereinigten Frakturenden (,,fracture union®)
oder bei nicht vereinigten Frakturenden (,,fracture non-union®) und postoperativer
Osteomyelitis ohne Faktur [61]. Implantat-assoziierte Infektionen haben einen groflen Anteil

an den Knochen- und Gelenkinfektionen [78; 104].
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1.1.3 Klinisches Erscheinungsbild:

Bei einer Osteomyelitis zeigen nicht alle Patienten ein krankheitstypisches Erscheinungsbild
mit Schmerzen und Fieber, welches nur in 85 % der Fille auftritt. Beim Blutbild konnen die
Leukozytenzahl und der Wert fiir das C-reaktive Protein (CRP) trotz einer Osteomyelitis
unauffillig sein [1]. Die typischen Anzeichen einer akuten Osteomyelitis sind Fieber auch mit
Schiittelfrost, Schwellung und Rotung {iber dem betroffenen Knochenareal sowie
Bewegungseinschrinkungen [10; 105]. Greift eine Entziindung vom umliegenden
Weichgewebe auf den Knochen iiber, sind die Krankheitssymptome meist lokale Knochen- und
Gelenkschmerzen, Rotung, Schwellung und Fistelbildung im Bereich der Wunde. In der akuten
Phase konnen Anzeichen einer Bakteridmie (Fieber, Schiittelfrost, néchtliche
SchweiBBausbriiche) auftreten, welche allerdings in der chronischen Phase fehlen [17]. Bei den
chronischen Osteomyelitiden zeigen sich radiologisch Verdnderungen wie Fistelbildung,
Knochenldsionen und Sequesterbildung am Knochen. Chronische Schmerzen mit
Bewegungseinschrinkungen, Abszess und Fistelbildung sind ebenfalls typische Symptome.
Bei den Laborparametern ist die Erythrozytensedimentationsrate erhoht wéhrend die

Leukozytenzahl unauffallig bleibt [17; 105; 128].

1.1.4 Histologie:

Die histologische Diagnostik bei Verdacht auf eine Osteomyelitis erfolgt entweder anhand von

Punktaten der Fliissigkeitsansammlung oder intraoperativ entnommenen Biopsien.

Eine akute Osteomyelitis prisentiert sich als eitrige Entziindung mit Odembildung, vaskulérer
Kongestion und einer Thrombose der kleinen Blutgefdlle. Avitale Knochenareale und Sequester
konnen als Folge von Frakturen und bei Verletzungen der medulldren und periostealen
Blutgefie entstehen [36]. Ansammlungen polymorph-kerniger Leukozyten und ein erhohtes
Vorkommen von Osteoklasten werden in frithen Liasionen beobachtet [13]. Bei etablierten
Infektionen bildet sich fibrotisches Gewebe, welches das Granulationsgewebe und die

Sequester umschlie3t [17].

Bei einer chronischen Osteomyelitis zeigen sich pathologische Verdnderungen in Form von
nekrotischem Knochengewebe, Ansammlungen von polymorphonukledren Leukozyten, hohe
Lymphozytenzahlen sowie die Anwesenheit von Histiozyten und gelegentlich auch

Plasmazellen. Im Bereich der Infektion sind die Osteoblastenzahlen erhoht und es bildet sich
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neuer Knochen an vitalen Fragmenten des Periost und des Endost. Endostale Knochen-
neubildung kann libermaBig ausgeprdgt sein und den Markkanal fiillen. Nach erfolgreicher
Bekdampfung der Osteomyelitis durch das Immunsystem oder durch chirurgische Intervention
wird der entstandene Hohlraum besonders bei Kindern schnell wieder mit neu gebildetem
Knochen geschlossen. Bei adulten Patienten kann der Hohlraum im Knochen auch bestehen
bleiben oder mit fibrotischem Gewebe gefiillt werden, welches durch eine Fistel6ffnung mit

der Hautoberfldche verbunden ist [17; 26].

1.1.5 Erregerspektrum:

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist sowohl bei der hdmatogenen wie auch bei der
sekunddren, chronischen oder Implantat-assoziierten Osteomyelitis der am héaufigsten
nachgewiesene Erreger [9; 82; 105]. Neben S. aureus kann eine Vielzahl von Keimen eine
chronische oder Implantat-assoziierte Osteomyelitis verursachen. So kdnnen Staphylococcus
epidermis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus Spezies, Salmonella Spezies, Serratia
marescens, oder Escherichia coli ebenfalls Osteomyelitiden auslosen [68; 105]. In seltenen
Féllen konnen auch Pilzinfektionen mit beispielsweise Aspergillus Spezies oder Candida

albicans eine Osteomyelitis verursachen [68].

1.2 Posttraumatische / postoperative Osteomyelitis:

Traumata bergen ein gro3es Potential fiir die Entstehung einer Osteomyelitis. Hierbei konnen
lokale und systemische Faktoren deren Entstehung und Chronifizierung beglinstigen
(Abbildung 2). Die Wahrscheinlichkeit nach einer geschlossenen Fraktur eine Osteomyelitis zu
bekommen, liegt bei 0,5 %, bei einer offenen Fraktur bei 2,6 % und im Falle einer
Femurosteosynthese nach Fraktur bei 3,37 % [35; 50]. Bei unfallbedingten
Weichgewebeverletzungen oder offenen Frakturen werden die Wundgebiete hdufig mit
Bakterien aus der Umwelt kontaminiert. So kann es trotz sorgféltiger chirurgischer Versorgung
zu Entziindungsreaktionen kommen, die dann auf das Knochengewebe iibergreifen und zu einer
Osteomyelitis fiihren kénnen [91]. Hierbei wird die Etablierung einer Osteomyelitis durch die
metallischen Implantate begiinstigt, welche zur Stabilisierung der traumatischen Frakturen
verwendet werden [26; 119]. Da diese Art der Implantate meist nach Ausheilung der Fraktur

entfernt werden, kann eine vollstindige Heilung der Osteomyelitis nach der
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Implantatentfernung erreicht werden. Implantat-assoziierte Infektionen konnen auch bei
Gelenkprothesen auftreten und deren Therapie ist komplex sowie kostenintensiv, da eine
Entfernung des Implantates zum voriibergehenden Funktionsverlust bis hin zur dauerhaften
Beeintrachtigung der betroffenen Extremitét fiihrt [33]. Die infektionsauslosende Bakterienart
kann zu zusitzlichen Komplikationen fiihren, da einige Keime wie beispielsweise S. aureus in
der Lage sind Biofilme zu bilden [46; 84]. Innerhalb dieser Biofilme sind die Bakterien vor den
systemischen oder lokalen Antibiotika geschiitzt und konnen nach Ruhephasen in denen die

Osteomyelitis als geheilt erscheint zu einem erneuten Ausbrechen einer Infektion fiihren [6].

Infektion
lokale Faktoren: systemische Faktoren:
- Fremdkoérper - Diabetes
- Knochennekrose - Vaskuladre
- Immunsuppression Erkrankungen
durch das Implantat - Ubergewicht,

- Bakterien: Rauchen, u.a.
I) Konzentration

1) Biofilm

chronische
Osteomyelitis

Abbildung 2: Lokale und systemische Faktoren konnen die Entwicklung von einer Infektion zu einer
chronischen Osteomyelitis begiinstigen. Modifiziert nach Ciampolini und Harding 2000 [26]

1.2.1 Implantat-assoziierte Infektionen:

Implantat-assoziierte Infektionen konnen nach chirurgischer Frakturversorgung mit
Marknédgeln und Osteosyntheseplatten oder nach einem Gelenkersatz als postoperative
Komplikationen auftreten. Hierbei zdhlen periprothetische Infektionen zu den
schwerwiegenden Erkrankungen und haben eine ungilinstigere Heilungsprognose als
beispielsweise Mammakarzinome [142]. Die Infektionsrate beim Gelenkersatz liegt zwischen

1 % (Hiifte und Schulter) und 2-3 % (Knie, Ellenbogen und Sprunggelenk) [99]. Die
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Infektionsrate bei Osteosyntheseoperationen liegt in einem vergleichbaren Bereich und betrigt
bei der Versorgung von Femurfrakturen beispielsweise ca. 3,4 % [35]. Bei offenen Frakturen

hohen Schweregrades betrigt die Osteomyelitishdufigkeit bis zu 43 % [23].

Eine Implantat-assoziierte Osteomyelitis kann aufgrund ihrer Entstehung in perioperativ,
exogen oder himatogen eigeteilt werden [129]. Hierbei erfolgt die Infektion beispielsweise
durch eine Punktierung, ausgehend vom umliegenden infizierten Weichgewebes oder durch die
Ubertragung von Infektionen der Haut oder des Urogenitaltraktes [73]. Haufig erfolgt auch eine
Einteilung nach dem Zeitintervall, das zwischen der erfolgten Osteosynthese und der Diagnose
vergangen ist. Hierbei wird zwischen einer frithen (innerhalb der ersten zwei Wochen), einer
verspateten (zwischen der dritten und zehnten Woche) und einer spiten (nach der 10. Woche)
Osteomyelitis unterschieden [68]. Von Romano et al. [105] wurde eine Unterteilung der
Implantat-assoziierten Osteomyelitis in stabile Osteosynthese mit Kallusbildung, stabile
Osteosynthese mit reduzierter Kallusbildung und instabile Osteosynthese ohne Kallusbildung
angewendet. Die Knochenstabilitit sowie die feste Verankerung (oder Lockerung) des
Implantates ist aus Sicht der Chirurgen ebenfalls ein wichtiges Kriterium bei der Beurteilung
einer Implantat-assoziierten Osteomyelitis [ 141]. Bei der Beurteilung nach Matthews [75] gilt
eine Implantat-assoziierte Infektion als diagnostiziert, wenn eines der fiinf Kriterien erfiillt ist:
intraoperativer Nachweis von Eiter, Gelenksfistel, histopathologischer Nachweis einer akuten
Infektion, identischer Bakterienstamm in zwei Biopsien oder Punktaten oder eine positive
Zytologie. Eine erhohte Leukozytenzahl und mehr als 80 % neutrophile Granulozyten im

Punktat werden ebenfalls als Infektionsbeweis anerkannt [81; 109].

1.2.2 Klinisches Erscheinungsbild:

Eine friihe Implantat-assoziierte Osteomyelitis présentiert sich klinisch mit den typischen
Anzeichen einer Wundinfektion wie anhaltendes Fieber und lokalen Schmerzen, Roétung,
Schwellung sowie Wundheilungsstorungen im operierten Bereich. Anhaltende Schmerzen mit
leichtem Fieber, mechanischer Instabilitdt und Fistelbildung sind Anzeichen einer verspiteten
Osteomyelitis. Nicht verheilte Knochenenden, lokale Schmerzen, Wundheilungsstérung und
Anzeichen einer Entziindung oder Sepsis sind charakteristisch fiir eine Spatinfektion [77; 88;
106; 129]. Die frithen Anzeichen einer Implantat-assoziierten Osteomyelits unterscheiden sich
im Anfangsstadium nicht von den allgemeinen Anzeichen einer Infektion. Eine Beteiligung des

Knochengewebes kann zu diesem Zeitpunkt radiologisch noch nicht nachgewiesen werden.
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Wird eine akute Osteomyelitis nicht erkannt oder nicht vollstindig austherapiert, kann sie
chronisch werden. Die Chronifizierung kann direkt offensichtlich sein oder nach einer
Ruhephase mit einer vermeintlichen Heilung nach Jahren (oder Jahrzehnten) wieder klinisch
auffillig werden. Knochenldsionen und Sequester lassen sich dann bei der chronischen

Osteomyelitis radiologisch zwischen Implantat und Knochen darstellen [128].

1.2.3 Erregerspektrum:

S. aureus und Koagulase-negative Staphylokokken sind die Erreger, welche am hdufigsten bei
Implantat-assoziierten Infektionen nachgewiesen werden. Gram-negative Bazillen oder
Streptococcus Spezies konnten ebenfalls gefunden werden. Im Gegensatz zu infizierten
Gelenksprothesen sind bei Implantat-assoziierten Osteomyelitiden Mischinfektionen haufiger

[7: 69; 106].

1.2.4 Therapie der Implantat-assoziierten Osteomyelitis:

Das Therapieziel bei einer diagnostizierten Osteomyelitis ist die Beseitigung des Infektes sowie
im Bedarfsfall die Rekonstruktion des Knochens und des umliegenden Weichgewebes [128].
Wie schon beschrieben ist das Erscheinungsbild bei einer Osteomyelitis variabel und daher
muss jede Therapie individuell geplant und auf den jeweiligen Patientenstatus angepasst
werden. Hierzu muss die Ausbreitung der Infektion, die Stabilitit des Knochens und der
Gesundheitszustand des Patienten beurteilt werden [27-28]. Biopsien oder Abstriche aus dem
infizierten (Knochen-)Areal sollten zur Keim- und Resistenzbestimmung mikrobiologisch
analysiert und die Antibiotikawahl darauf abgestimmt werden [9]. Eine Implantat-assoziierte
Osteomyelitis kann durch Antibiotika alleine nicht erfolgreich therapiert werden. Eine radikale
Entfernung des entziindeten Knochen- und Weichgewebes ist notwendig [128]. Nur bei ganz
frithen und lokal sehr begrenzen Osteomyelitiden kann ein Titanimplantat im oder am Knochen
verbleiben. In allen andern Féllen ist eine Entfernung des Implantates notwendig [51]. Miissen
groBere Knochenareale zur Therapie entfernt werden oder ist der Knochen nach der
Implantatentfernung instabil, kdnnen Fixateure externe verwendet werden, um eine stabile
Situation fiir die Heilung zu erreichen [110]. Eine oder mehrere Operationen in Folge sind je
nach Schweregrad der Osteomyelitis notwendig, um ein infektfreies und funktionales Ergebnis

zu erreichen [68].
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Intraoperativ  kann eine sorgfiltige Wundreinigung, das Entfernen aller avitalen
Knochenbereiche und eine addquate Wundabdeckung mit vitalem Weichgewebe (auch in Form
von korpereigenen Transplantaten) das Risiko fiir die Entstehung einer Osteomyelitis
verringern [17]. Ein intramedulldres Implantat sollte daher bei der Stabilisierung von
infiziertem und partiell avitalem Knochengewebe vermieden werden, weil dies die Entstehung
einer Osteomyelitis begiinstigen wiirde [38]. Antibiosen (systemisch und lokal) verringern die
Infektrate und sie sollten auf die Situation angepasst eingesetzt werden. So kann beispielsweise
auch bei geschlossenen Frakturen eine intravendse Antibiotikatherapie das Infektionsrisiko

herabsetzten, wenn sie schon 30 Minuten vor Beginn der Operation (Hautschnitt) beginnt [29].

1.3 Osteomyelitis im Tiermodell:

Bei der Entwicklung neuer Medikamente, Therapien oder Implantate sind Tiermodelle der
Schritt zwischen den Vertraglichkeitstest und dem Einsatz im Menschen [45]. Daher miissen
solche Tiermodelle den pathologischen Zustand so genau wie mdglich simulieren, denn nur so
konnen die Ergebnisse aus den Tierversuchen spiter auch auf den Menschen iibertragen
werden. Eine wichtige Rolle spielen Tierversuche auch bei der Charakterisierung von

Krankheiten und der Entwicklung prophylaktischer Behandlungen [98].

1.3.1 Osteomyelitische Tiermodelle:

Da das Tiermodell die klinische Situation im Patienten simulieren oder zur Grundlagen-
forschung dienen soll, gibt es kein universelles, perfektes Tiermodell der Osteomyelitis und das
verwendete Tiermodell muss passend zur Fragestellung gewihlt werden. Im Tiermodell konnen
akute und chronische Osteomyelitiden simuliert werden. Bei Modellen zur akuten
Osteomyelitis wird der Knochen erdffnet und die Bakterien in den verletzten Knochen
appliziert [16; 125]. Bei gewiinschten chronischen Verlaufsformen kénnen unter anderem
Chemikalien zugegeben werden, um eine Osteomyelitis zu etablieren [140]. Metallische
Implantate oder deren Fragmente konnen ebenfalls die Etablierung einer Osteomyelitis
begiinstigen [5]. Bei intramedulliren Implantaten fiihrt eine Kontamination des eroffneten
Knochens vor dem Einsetzen des Implantates zuverlédssig zur Entstehung einer chronischen

Osteomyelitis [12; 44; 70].
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Bisher wurden Modelle zur Etablierung einer Osteomyelitis in Kaninchen [5; 80; 85], Ratten
[2; 16; 125; 140], Méusen [70; 121; 139], Schafen [124; 136], Hunden [41; 55], Ziegen [135],
Schweinen [58], Meerschweinchen [40] und sogar Hithnern [36] beschrieben. Nagetiermodelle
werden aufgrund ihrer GroBe und der relativ geringen Haltungskosten héufig fiir
Grundlagenforschungen und bei Versuchsreihen mit benétigten hohen Probenzahlen
verwendet. Schafe, Ziegen und Schweine haben Knochen, welche in GroBBe und Belastbarkeit
denen der Menschen entsprechen und werden daher bei komplexeren und praxisnahen
Versuchen eingesetzt. Dennoch zeigt sich mittlerweile ein Trend auch Rattenmodelle fiir
Untersuchungen zur Frakturheilung und -Therapie bei systemischen Knochenerkrankungen

und bei Studien iiber Implantat-assoziierte Infektionen zu verwenden [96; 103; 119].

1.3.2 Verwendete Bakterien und -Konzentrationen:

Die verwendeten Bakterienkonzentrationen variieren zwischen den Versuchen und Tierarten.
Eine Osteomyelitis wird in den meisten Tiermodellen durch eine Infektion mit S. aureus
ausgeldst. In Kaninchenmodellen werden Konzentrationen zwischen 40 und 2x108
koloniebildende Bakterien (,,colony forming units* = CFU) verwendet, um eine Osteomyelitis
auszulosen [5; 80]. Bei Rattenmodellen lag die bendtigte initiale Bakterienkonzentration im
Bereich von 10? bis 1,8x10® CFU [44; 70] und bei Méausen zwischen 10> und 10® CFU [93;
131]. Hohere Konzentrationen 10° CFU werden bei Hunden [41] und Schafen [136] verwendet
und bei Schweinen werden sogar Konzentrationen von 10'° CFU initial eingesetzt [43]. S.
aureus st der bevorzugte Keim zur Osteomyelitisinduktion in Tiermodellen, aber auch andere
Bakterien wie beispielsweise Staphylococcus epidermis, Pseudomonas aeruginosa oder
Escherichia coli oder Bakterienkombinationen konnen im Tierversuch eingesetzt werden um

eine Osteomyelitis auszuldsen [98].

1.4 Cytosin-Phosphat-Guanin Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN):

Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG) Oligodesoxynukleotide (ODN) sind unmethylierte
Nukleinsduresequenzen, welche charakteristisch fiir bakterielle DNA sind [65]. Es ist bekannt,
dass CpG-ODNs die angeborene sowie die erworbene Immunitdt von Wirbeltieren stimuliert
und die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen anregen kann [65;
60]. Die Modulation des Immunsystems durch CpG-ODN erfolgt {iber die Aktivierung des
Toll-like Rezeptors 9 (TLR-9) [66]. In experimentellen Modellen zu Allergien, viralen
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Infektionen und Krebserkrankungen wurde das immunogene Potential von CpG-ODNs
erfolgreich eingesetzt [32; 63; 74]. Die Wirksamkeit der CpG-ODN gegen eine Vielzahl an
Pathogenen und mogliche Anwendungsgebiete wie beispielsweise als Zusatz (,,Booster*) bei

Impfstoffen wurden in klinischen Studien untersucht [64-65].

1.4.1 CpG-ODN als Immunstimulanz:

Das immunstimulierende Potential von CpG-ODN wurde schon in Fischen und Sadugetieren
untersucht [97]. In Fischen (Lates calcarifer) konnte eine intraperitoneale Applikation von
CpG-ODN das angeborene Immunsystem stimulieren und damit die den Schutz vor
Streptococcus iniae Infektionen erhohen [62]. In Ratten und Mausen konnte bisher gezeigt
werden, dass eine Immunstimulation durch TLR-9 Agonisten wie CpG-28 die TumorabstoBung
induzieren kann. Initial ist hierbei die Stimulierung des angeborenen wie auch des adaptive
Immunsystem. Besonders aussichtsreich ist die Injektion der CpG-ODNs direkt in den Tumor
[20-21]. Im Mausmodell konnten CpG-ODNs die Uberlebensrate bei Leberkarzinomen
erh6hen und dabei das Tumorwachstum hemmen [57]. CpG-ODN konnen Miuse vor einem
todlichen akuten Schock schiitzen und bei Verletzungen den Wundverschluss beschleunigen
[108; 138]. Neugeborene Fohlen haben zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten
immunologische Defizite und sind anfilliger fiir Infektionen. CpG-ODN Applikationen
konnten bei Fohlen das Immunsystem stirken und hatten das Potential sie vor Infektionen
schiitzen [30]. Auch bei Implantatinfektionen gibt es erste Untersuchungen im Tiermodell,
welche eine immunstimulierende Wirkung der CpG-ODN in der frithen Phase einer Implantat-
assoziierten Infektion nahelegen [114]. Das heilungsfordernde Potential der CpG-ODN besteht
daher nicht nur in der Anwendung bei einer bestehenden Infektion oder Erkrankung. Eine
prophylaktische Applikation (intraperitoneal oder intramuskuldr) konnte das Immunsystem
voraktivieren und dadurch die Entstehung einer Infektion verhindern oder deren Schweregrad

abmildern.
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2. Zielsetzung:

Osteomyelitiden sind eine geflirchtete Komplikation bei der chirurgischen Frakturversorgung
und bei dem Einsatz von Gelenkprothesen. Die Diagnose einer friithen Osteomyelitis ist eine
klinische Herausforderung genauso wie die Therapie einer chronischen, bakteriellen
Osteomyelitis. Eine unentdeckte oder nicht erfolgreich therapierte Osteomyelitis fiithrt zu
starken Einschrinkungen fiir den Patienten und kann neben dem Funktionsverlust der

betroffenen Gliedmafen auch zu deren Amputation fiihren.

CpG-ODN sind fiir Bakterien charakteristische DNA-Motive, die bei einer Infektion vom
Wirtsorganismus als fremd erkannt werden und dadurch das Immunsystem aktivieren konnen.

Daraus ergibt sich fiir diese Arbeit folgende Fragestellung:

Haben prioperativ applizierte CpG-ODN das Potential, die Entstehung einer

Osteomyelitis zu hemmen oder zu verhindern?

Zur Klarung dieser Fragestellung sollte in der vorliegenden Arbeit ein semiquantitatives
Scoring-System zur Erkennung von Varianzen beim Knochenumbau und von zelluldren
Verdnderungen im Knochenmark bei Implantat-assoziierten Infektionen entwickelt werden.
Das neu entwickelte Scoring-System soll die Diagnose einer akuten Osteomyelitis ermdglichen
und soll spezifisch genug sein, um das Potential zur Chronifizierung einer Osteomyelitis

darzustellen.

Der Einfluss der pridoperativ applizierten CpG-ODN auf die Entstehung einer Osteomyelitis

soll mit diesem Scoring-System beurteilt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Experimentelles Design

54 minnliche Sprague-Dawley Ratten wurden zufillig einer von drei Versuchsgruppen
zugeteilt. Gruppe 1: Positivkontrolle mit PBS, Gruppe 2 mit CpG-ODN (Cytosin-Phosphat-
Guanin  (CpG) Oligodesoxynukleotide (ODN); fiir Bakterien charakteristische
Nukleinsdurensequenz) oder Gruppe 3 mit negativ ODN (neg. ODN ohne die flir Bakterien
charakteristische Abfolge der Nukleinsduren Cytosin und Guanin). Die Behandlung erfolgte
entsprechend der Gruppenzuteilung als intramuskulédre Injektion drei Tage vor der geplanten

Operation (Abbildung 3).

Tag 0 Tag 3 Tag 4
Praoperative Operation: Euthanasie
Injektion Implantat und (1. Tag postoperativ)

Infektion mit

S. aureus
Tag 0 Tag 3 Tag 6
Praoperative Operation: Euthanasie
Injektion Implantat und Infektion (3. Tag nach OP)

mit S. aureus

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs mit préioperativer Injektion (PBS; 500
ug CpG-ODN oder 500 ug negativ ODN), dem Operationszeitpunkt und dem Euthanasiezeitpunkt (4
oder 6 Tage nach CpG-Applikation).

Wihrend der Operation wurde ein Marknagel von proximal in die Tibia eingebracht und eine
Infektion durch die Zugabe von S. aureus simuliert. Der potentiell protektive Effekt einer
prdoperativen CpG-Gabe wurde histologisch und mikrobiologisch untersucht. Als

Negativkontrolle dienten unbehandelte und nicht operierte Tibiae der kontralateralen Seite.
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Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht der Versuchsgruppen und der Analysemethoden

Positivkontrolle
Methoden PBS + | 500 pg CpG ODN | 500 pug neg. ODN | Negativkontrolle
Infektion + Infektion + Infektion ohne Infektion
Tag 4 Tag 6 Tag 4 Tag 6 Tag 4 Tag 6 Tag 4 Tag 6
Proben 9 9 9 9 9 9 3 3
(insgesamt)
Mikrobiologie 6 6 6 6 6 6 0 0
Implantat
Mikrobiologie 9 9 9 9 9 9 0 0
Knochenmark
REM 3 3 3 3 3 3 0 0
Implantat
Einbettung Paraffin 9 9 9 9 9 9 3 3
(entkalkt)
Histologie 9 9 9 9 9 9 3 3
Histomorphometrie 9 9 9 9 9 9 3 3

3.1.1 Tiermodell:

Mainnliche Sprague Dawley Ratten im Alter von 12 Wochen mit einem Gewicht von circa 300g
wurden bei Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und unter standardisierten
Bedingungen (Futter und Wasser ad [libitum; 12 h Hell-/Dunkelzyklus; 22° C; 40-60 %
Luftfeuchtigkeit; Sterilraum) mit einer Besatzdichte von 2 Ratten pro Kéfig (Typ 4 mit
Gitterdeckel) eingestallt. Das Tierversuchsvorhaben wurde vor Beginn von der
Tierschutzkommission gepriift und vom Regierungsprasidium Giellen genehmigt

(Aktenzeichen: V54-19 ¢ 20 15 h 01 GI 20/28 Nr. 20/2013 vom 11.06.2013).

3.1.2 Bakterienstamm:

Staphylococcus aureus (S. aureus) Stamm EDCC 5055 (DSM Nr. 28763; Eugen

Domann Culture Collection, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Gieen, Deutschland)

Die Konzentration von 10° CFU/20 pl PBS wurde basierend auf dem Vorversuch zur

Infektionsrate bei einem intramedulldren Tibiaimplantat in der Ratte gewéhlt.
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3.1.3 Synthetische CpG ODNs:

Die synthetischen Polypeptide wurden von Invivogen (San Diego, Californien, USA)

hergestellt und aufgereinigt. Folgende Polypeptide wurden verwendet:

ODN1826 (Sequenz: 5'-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-3") fir die CpG-ODN
Versuchsgruppe und ODN 2138 (Sequenz: 5'-TCC ATG AGC TTC CTG AGC TT-3") fiir die
negativ ODN Versuchsgruppe (neg. ODN).

3.1.4 Versuchsdurchfiihrung:

Zu Versuchsbeginn wurde jede Ratte gewogen und einer von drei Gruppen sowie einem von
zweil Euthanasiezeitpunkten zugeteilt. Den Tieren der Gruppe 1 (Positivkontrolle) wurden 100
ul einfach konzentriertes PBS, den Tieren aus Gruppe 2 (CpG-ODN) wurden 500 pg / 100 pl
CpG-ODN in PBS und den Tieren aus Gruppe 3 (neg. ODN) wurden 500 pg / 100 pl negativ

ODN in PBS intramuskuldr in den Musculus tibialis anterior injiziert.

Drei Tage nach der Vorbehandlung (Injektion durch Herrn Dr. S. Sethi) erfolgte die Operation
unter sterilen Bedingungen. Die Operation der Tiere wurde von Herrn Dr. med U. Thormann
(Klinik fiir Unfall- Hand- und Wiederherstellungschirurgie, JLU-Gieflen) durchgefiihrt. Vor
Operationsbeginn wurden die Ratten per Inhalationsnarkose mit Isofluran 5% bei 600 ml / min
Sauerstoff narkotisiert. Nach dem Einsetzen der Narkose wurde das linke Hinterbein der Ratten
rasiert und die Ratten auf den Operationstisch (mit einer Wirmematte unter dem
Lagerungsbereich) iiberfiihrt. Der rasierte Bereich wurde mit Braunol® desinfiziert. Mit einem
sterilen OP-Lochtuch wurde der OP-Tisch soweit abgedeckt, dass nur der OP-Bereich um das
linke Rattenknie frei blieb. Es erfolgte ein 1,5 cm langer Hautschnitt cranial iiber dem Knie.
Die Patella wurde disloziert und die Gelenkkapsel er6ffnet. Mit einem Handbohrer wurde die
proximale Tibiagelenksfliche durchbohrt und der Markraum erdffnet. Als Marknagel wurde
eine gelbe Gauge-Kaniile (20 G) von proximal in den Tibiamarkraum eingebracht. Die Kaniile
wurde so in der Lange gekiirzt, dass sie in voller Ldnge im Markraum war ohne dass das Ende
in das Kniegelenk iiberstand. 10° CFU/20 ul PBS S. aureus wurden im Bereich des proximale
Implantatendes appliziert. Die Gelenkskapsel wurde verschlossen, die Patella wurde reponiert
und die Haut subkutan und oberflachlich verschlossen. Die Gabe von Schmerzmitteln erfolgte

postoperativ nach Bedarf, so dass die Ratten das operierte Bein belasteten.
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Die postoperative Beobachtung sowie das Scoring der Tiere erfolgte den Tierschutzkriterien

entsprechend durch Dr. U. Thormann.

3.1.5 Euthanasie und Probenentnahme:

Die Euthanasie mit Entnahme der Tibiae erfolgte an Tag vier oder sechs nach Versuchsstart.
Hierzu wurden die Ratten zuerst mit Isofluran narkotisiert und die eigentliche Tétung erfolgte
mittels CO>. Nach dem Tod des Tieres wurde das Hinterbein grof3fldchig rasiert (Abbildung
4A) und mit Braunol® desinfiziert. Unter sterilen Bedingungen wurde die Haut iiber dem Knie
entfernt (Abbildung 4B). Muskeln und Binder wurden im Knie und an der Ferse durchtrennt.
Die Tibia wurde entnommen und das umgebende Weichgewebe entfernt (Abbildung 4C).
Anschlieend wurde der Marknagel aus der Tibia entfernt (Abbildung 4D) und entweder fiir
die Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop fixiert oder flir die Keimzahlbestimmung der
am Implantat anheftenden Bakterien auf Agarplatten ausgerollt (Abbildung 4E). Nach
Implantatentfernung wurden die Tibiae langs gespalten (Abbildung 4F) und eine Hilfte wurde
fiir die Histologie fixiert wéhrend bei der anderen Halfte der Markrauminhalt entnommen
wurde. Die Keimzahlbestimmung des Markrauminhaltes erfolgte im Labor der medizinischen
Mikrobiologie. Von jeder Gruppe und von beiden Zeitpunkten wurde zusétzlich je eine Tibia

aus dem kontralateralen Bein fiir die Histologie als Negativkontrolle entnommen.
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Abbildung 4: Probenentnahme nach der Euthanasie (A) gut verheilte Wunde zum Zeitpunkt der
Euthanasie. (B) Blick auf das Weichgewebe im OP-Gebiet. (C) Entnommene Tibia vom
Weichgewebe befreit. (D) Entfernung des Marknagels. (E) Ausrollen des Marknagels auf einer
Agarplatte.(F) Gespaltene Tibia fiir die Histologie und Mikrobiologie.

3.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
3.2.1 Fixierung:

Tabelle 2: Herstellung der Fixierlosung fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Losung
0,1 M Na-Phosphatpuffer Losung 1: 27,6 g NaH2PO4 x H20 (MW 137,99) auf 1 1 Aqua
pH72-74 bidest

Losung 2: 35,6 g Na2HPO4 x 2 H20 (MW 177,99; Fa. Merck,
Nr. 1.06580) auf 1 | Aqua bidest

Losung 1 mit Losung 2 (460 ml Lésung 1 mit 1540 ml Losung
2) mischen und den pH-Wert mit Losung 1 einstellen => 0,2 M
Na-Phosphatpuffer

Den 0,2 M Na-Phosphatpuffer im Verhéltnis 1 : 1 mit Aqua
bidest mischen

2,5 % Glutardialdehydlésung | 10 ml 25 % Glutardialdehydlosung in 90 ml 0,1 M Na-
Phosphatpuffer (pH 7,2 - 7,4, s.0.) 16sen

1 % Saccharose danach 1 g/ 100 ml Saccharose in

2,5 % Glutardialdehydlosung losen
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Die Proben wurden in der Fixierlosung und auf Eis transportiert. Die Fixierung erfolgte fiir 24
Stunden bei 4° C. Nach der Fixierung wurden die Proben insgesamt sechsmal mit 0,1 M Na-

Phosphatpuffer (pH 7,2 — 7,4) gespiilt.

3.2.2 Trocknung und Beschichtung:

Nach der Fixierung wurden die Marknigel nach folgendem Protokoll entwissert:

30 % Ethanol p.a. fiir 15 Minuten
50 % Ethanol p.a. fiir 15 Minuten
70 % Ethanol p.a. fiir 15 Minuten
80 % Ethanol p.a. fiir 15 Minuten
96 % Ethanol p.a. fiir 15 Minuten
zweimal 100 % Ethanol p.a. fiir 15 Minuten

SNk W=

In 70 % Ethanol p.a. konnten die Proben fiir bis zu 14 Tage bei 4° C ohne Beeintrichtigung
aufbewahrt werden.

Im Anschluss an die Entwidsserung wurden die Marknégel mit Hilfe einer sterilen Zange in
Stiicke von etwa 1 cm Lénge zerteilt und zuerst in die Probenkérbchen und anschliefend in die
kritische-Punkt-Trocknung EM CPD300 Critical Point Drying Apparatus (Firma Leica
Mikrosystems GmbH, Wien, Osterreich) iiberfiihrt. Bei der kritischen Punkt-Trocknung wurde
der Alkohol in der Probe durch fliissiges CO; ersetzt, welches bei 31° C und 73,8 bar von der
flissigen in die gasformige Phase iiberging und so die Probe ohne Materialschiddigung

trocknete.

Nach der kritischen Punkt-Trocknung mussten die trockenen, biologischen Proben zur
Untersuchung im REM mit einer diinnen Schicht aus elektrisch leitenden Edelmetallen (Gold/
Palladium [Au/Pd 80/20]) {iberzogen werden. Die Marknédgel wurden hierzu mittels beidseitig
klebender und leitfdhiger Tabs (Fa. Plano, Wetzlar, Deutschland; Nr. G3347) auf die
Probenteller (Fa. Plano, Nr. G301) aufgeklebt und in den Sputter Coater SC7640 (Fa. VG
Microtech, Uckfield, East Sussex, GB) mit angeschlossener Argon (Fa. Praxair, F50 P300, Nr.
645519) Zufuhr und Rotationspumpe (Edwards RV5; Fa. Boc Edwards, Crawley, West Sussex,
GB) eingesetzt. Die Marknégel wurden fiir 220 Sekunden bei 20 mA ,,Plasma Current* und
1,5 kV beschichtet.
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3.2.3 Abbildung der Proben mit dem REM:

Die Abbildung der Marknidgel erfolgte mit dem Rasterelektronenmikroskop LEO 1530 (Fa.
Zeiss, Wetzlar, Deutschland) unter Verwendung des BSE-Detektors (Backscattered Elektron/
Riickstreuelektronen). Der BSE-Detektor eignete sich gut fiir die Darstellung der
Materialkontraste (Bakterien auf dem metallischen Implantat), wobei die Topographie nur
gering abgebildet werden konnte. Ab einer Vergroflerung von 10000 waren die Bakterien gut

erkennbar.

3.3 Probenpriparation fiir die Histologie
3.3.1 Fixierung und Entkalkung:

Tabelle 3: Herstellung der Fixierlosung fiir die Paraffineinbettung

Losung
8 % Paraformaldehyd (PFA) | 400 g PFA in 4600 ml 75° C hei3es Auqa dest. einriihren
bis sich das PFA gelost hat
tropfenweise 10 N NaOH zugeben bis die Losung klar ist
mit Aqua dest. auf 5 1 auffiillen und nach dem Abkiihlen

filtrieren
0,2 M Na-Phosphatpuffer Losung 1: 27,6 g NaH,PO4 x H0O (MW 137,99) auf 1 1
pH72-74 Aqua bidest
Losung 2: 35,6 g Na;HPO4 x 2 Ho O (MW 177,99) auf'1 |
Aqua bidest

Losung 1 mit Losung 2 (460 ml mit 1540 ml) mischen und
den pH-Wert mit Losung 1 einstellen

4 % PFA in 0,1 M Na- 500 ml 8 % PFA-L6sung und 500ml 0,2 M Na-Phosphat-
Phosphatpuffer puffer mischen
pH72-74

Nach der Entnahme der Tibiae wurden die Proben fiir 48 Stunden bei 4° C fixiert und im
Anschluss daran insgesamt sechsmal fiir je flinf Minuten mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer gespiilt.
Zur Entkalkung der Tibiae wurden die Knochenproben einzeln in Einbettungskassetten

umgebettet.
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Tabelle 4: Herstellung der Entkalkungslosung

Feststoff
3,4 % TRIS 17 g TRIS abwiegen
pH 7,0 - 7,4
10 % EDTA 50 g EDTA (Titriplex-III) abwiegen zusammen mit TRIS
pH 7,4 in 500 ml Aqua dest. auflosen

den pH-Wert mit 10 N NaOH auf 7,0 - 7,4 einstellen und
riihren bis sich beide Substanzen gelost haben
(EDTA 16st sich erst ab pH 7,0)

Wihrend der Entkalkung standen die Proben bei Raumtemperatur auf dem Schiittler und die
TRIS/EDTA-Entkalkungslosung wurde alle zwei Tage gewechselt. Die Entkalkungsdauer
richtete sich nach der Probengrofe und war abgeschlossen wenn die Knochen eine gummiartige
Konsistenz erreicht hatten. Nach der Entkalkung wurden die Proben fiir eine Stunde unter
flieBendem Leitungswasser gespiilt. AnschlieBend wurden die Proben in 70 % EtOH (Ethanol,
vergillt; in Aqua dest.) bis zur Einbettung aufbewahrt.

3.3.2 Paraffineinbettung:

Die Einbettung erfolgte mit dem Leica Paraffin Einbettautomat TP1050 (Programm fiir Proben
ab 70% Alkohol nach der Fixierung mit Formalin/Paraformaldehyd).

Tabelle 5: Ubersicht der automatisierten Schritte

Losung Schritt Dauer Temperatur | Druck/ | Entleerung | Riihren
[Minuten] Vakuum | [Sekunden]
70 % 1 30 RT ja 120 an
EtOH
70 % 2 120 RT ja 120 an
EtOH
80 % 3 150 RT ja 120 an
EtOH
96 % 4 120 RT ja 120 an
EtOH
100 % 5 180 RT ja 120 an
EtOH
100 % 6 180 RT ja 120 an
EtOH
100 % 7 180 RT ja 120 an
EtOH
Xylol 8 60 RT ja 120 an
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Xylol 9 45 RT ja 120 an
Xylol 10 45 RT ja 120 an
Paraffin Left 40 58°C ja 120 an
Paraffin Middle 40 58°C ja 120 an
Paraffin right 40 58°C ja 120 an

Druck und Vakuum: Die Kammer wird fiir 90 Sekunden auf -70 kPa evakuiert, 30 Sekunden beliiftet,
fiir 90 Sekunden auf einen Druck von 35 kPa gebracht und wieder 30 Sekunden beliiftet. Dieser Zyklus
wird alle 4 Minuten wiederholt.

Das Ausbetten der Priparate erfolgte von Hand an der Leica ParaffinausgieBstation am nichsten
Tag. Hierbei wurde darauf geachtet, dass alle Tibiae mit der offenen Markraumseite nach unten

eingegossen wurden.

3.3.3 Schnittherstellung:

Die Paraffinblocke mit den Tibiae wurden vorgekiihlt (48 Stunden bei 4° C) auf dem
Rotationsmikrotom (Thermo Scientific HM355S, Dreieich, Deutschland) in 5 um dicke
Schnitte geschnitten. Die Schnitte trockneten kurz bei Raumtemperatur danach fiir 24 Stunden

bei 37° C im Brutschrank. AnschlieBen konnten die Schnitte fiir die Histologie gefirbt werden.

3.4 Histologie
3.4.1 Toluidinblau Firbung:

Bei der Toluidinblau Farbung handelt es sich um eine metachromatische Farbung, wodurch
unterschiedliche (zelluldre) Strukturen verschiedene Farben haben konnen, obwohl nur ein
Farbstoff verwendet wird. Mineralisierte Knochenmatrix ist ungefiarbt bis blassblau,
Knorpelmatrix und Mastzellgranula sind rotviolett und Kollagenfasern, Zellen, Zellkerne sowie

Osteoid sind blau.
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Tabelle 6: Praparation der Losung fiir die Toluidinblau Farbung

Losung

Losung A

8 g Natrium-Tetraborat (Borax) und 8 g Toluidinblau O in
800 ml Aqua dest. 16sen (15 Minuten auf dem
Magnetriihrer)

Losung B

2 g Pyronin G in 200 ml Aqua dest. 16sen (15 Minuten auf
dem Magnetriihrer)

gebrauchsfertige Farbelosung

Losung A und Losung B mischen und 1 zu 1 mit Aqua
dest. verdiinnen, anschlielend zweimal filtrieren

Féarbeprotokoll:

SNk W=

Sadie

3.4.2 Gram-Farbung:

Entparaffinieren mit Xylol fiir 2 x 5 Minuten

Rehydrieren mit der absteigenden Alkoholreihe (100 %; 96 %; 70 %) fiir je 5 Minuten
Waschen mit Auga dest. fiir 2 x 5 Minuten

Féarben mit der gebrauchsfertigen Farbelosung fiir 90 Sekunden

mit Aqua dest. abspiilen

Differenzieren/Dehydrieren mit der aufsteigenden Alkoholreihe (70 %; 96 %; 100 %)
fiir je 5 Minuten

Xylol fiir 2 x 5 Minuten

Eindeckeln mit DePex

Die Gram-Farbung dient zum Nachweis von Bakterien und es konnen grampositive von

gramnegativen Bakterien unterschieden werden. S. aureus z&hlt zu den grampositiven

Bakterien und wird dunkelblau angefédrbt. Mineralisierte Knochenmatrix erscheint in der Gram-

Féarbung blassrosa und Zellkerne sowie Knorpelmatrix erscheinen rosarot.

Fiir die Gram-Farbung wurde von der Fa. Merck (Darmstadt, Deutschland) das Kit: Gram-
Color modifiziert (Nr. 1.01603.0001) verwendet.

Tabelle 7: Préparation der Losungen fiir die Gram-Féarbung

Losung
Reagenz 1 Reagenz 1a (Kristallviolettlosung) und Reagenz 1b
(Natriumhydrogencarbonatlosung) im Verhéltnis 1 zu 1
mischen
Reagenz 4 Reagenz 4 (Fuchsinlosung) im Verhéltnis 1 zu 2 mit Aqua
dest. Verdiinnen
Entfdarbelsung Aceton und Ethanol im Verhiltnis 1 zu 1 mischen
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Féarbeprotokoll:

Entparaffinieren mit Xylol fiir 2 x 5 Minuten

Rehydrieren mit der absteigenden Alkoholreihe (100 %; 96 %; 70 %) fiir je 5 Minuten
Waschen mit Aqua dest. fiir 2 x 5 Minuten

Féarben mit Reagenz 1 fiir 30 Sekunden

Abspiilen mit Aqua dest.

Féarben mit Reagenz 2 (Lugols Losung) fiir 1 Minute

Proben in Entfarbelosung schwenken bis keine Schlieren mehr zu sehen sind
Abspiilen mit Aqua dest.

9. Reagenz 4 fiir 30 Sekunden

10. Waschen fiir 3 x 5 Minuten

11. Trocknen bei 50° C im Brutschrank fiir 2 Stunden

12. kurz in Xylol eintauchen und anschlieBend mit DePex eindeckeln

©X NN R WD =

3.4.3 TRAP-Enzymhistochemie:

Die Tartrat resistente saure Phosphatase (TRAP) ist ein Enzym, welches ausschlieBlich von
aktiv phagozytierenden Zellen wie Osteoklasten und Chondroklasten aber auch Makrophagen
oder Riesenzellen sezerniert wird. Daher wird es als ein histologischer Marker fiir diese
Zellarten eingesetzt. TRAP-positive Zellen erscheinen hierbei als intensiv rot gefdrbte Zellen.
Mehrkernige TRAP-positive Zellen, die an der Knochenoberfliche aufliegen, wurden als

Osteoklasten identifiziert.

Tabelle 8: Praparation der Losungen fiir die TRAP-Enzymhistochemie

Losung
0,1 M Na-Acetatpufter 82,03 g/l Natriumacetat in Aqua dest. 16sen, mit 25 % HCL
pH 5,2 auf pH 5,2 einstellen (Stammlosung; 1 M)
Stammldsung 1 zu 9 mit Aqua dest. verdiinnen
Substrat-Losung 1 35 mg Naphtol-AS-TR-Phosphat in 125 pl N-N-Dimethyl-
formamid 16sen
Substrat-Losung 2 2a: 57,5 mg di-Natriumtartrat-Dihydrat in 1 ml Na-
Acetatpuffer l16sen
2b: 35 mg Echtrotsalzin 1 ml Na-Acetatpuffer 16sen
Erst 2a und dann 2b in 23 ml vorgelegtem Na-Acetatpuffer
16sen
Substratlosung Substrat-Losung 1 in Substrat-Losung 2 pipettieren und
(gebrauchsfertig) mischen
Losung vor Gebrauch iiber einen Spritzenfilter geben
Shandon Instant-Hdmatoxylin | Teil A und Teil B in 1 1 Aqua dest. einriihren und mischen

23



Material & Methoden

Héamatoxylin-Losung im Verhéltnis 1 plus 3 mit Aqua dest.
mischen und vor Gebrauch filtrieren
Kaisers-Glyceringelatine Kurz vor Gebrauch im Wasserbad verfliissigen

Féarbeprotokoll:

Entparaffinieren mit Xylol fiir 2 x 5 Minuten

Rehydrieren mit der absteigenden Alkoholreihe (100 %; 96 %; 70 %) fiir je 5 Minuten
Waschen mit Aqua dest. fiir 2 x 5 Minuten

0,1 M Na-Acetatpuffer fiir 10 Minuten

Féarben mit der Substratlosung fiir 45 Minuten bei 37° C im Brutschrank (feuchte
Kammer)

Farbelosung vorsichtig abklopfen

Spiilen in Aqua dest. 3 x 5 Minuten

Gegenfarbung mit Himatoxylin fiir 1 Minute

. Spiilen mit Aqua dest. fiir 1 Minute

0. Blauen mit flieBendem Leitungswasser fiir 10 Minuten

1. Spiilen mit Aqua dest. fir 5 Minuten und anschlieBend eindeckeln mit Kaisers
Glyceringelatine

A S

— =0 % N

3.4.4 Movat Pentachrom Farbung:

Bei der Movat Pentachrom Fiarbung werden flinf Farbstoffe (Alcianblau, Weigert's Eisen-
hidmatoxylin, Brilliant-Crocein, Sdurefuchsin und Safran) kombiniert und ermdglicht daher die
Darstellung verschiedener Gewebeelemente am gleichen histologischen Schnitt. Hierbei zeigt

sich folgendes Farbspektrum in den histologischen Schnitten:

- mineralisierter Knochen: dunkelgelb

- mineralisiertes Knorpelgewebe: blau-griin
- Osteoid: dunkelrot

- kollagenes Bindegewebe: hellgelb

- elastische Fasern: rot

- Muskulatur: rot

- Zellkerne: blau-schwarz

- Zytoplasma: rétlich

- saure Glukosaminoglykane: leuchtend hellblau
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Tabelle 9: Préparation der Losungen fiir die Movat Pentachrom Farbung

Losungen

Alzianblau gebrauchsfertige Losung

Alkalischer Ethanol 20 ml 25 % Ammoniakldsung (Ammonium Hydroxid) mit
pH>38 180 ml 96 % Ethanol mischen

Héamatoxylin Weigert’s Himatoxylinlosung A und Hamatoxylinlésung B

im Verhiltnis 1 zu 1 mischen

Brilliant-Crocein 0,1 g Brilliant-Crocein R in 99,5 ml Aqua dest. 16sen,

0,5 ml Essigsdure zugeben und anschlieBend filtrieren

Sédurefuchsin 0,1 g Saurefuchsin in 99,5 ml Aqua dest. 16sen, 0,5 ml

Essigsdure zugeben und vor Gebrauch filtrieren

Phosphomolybdénsiure 5 g Phosphomolybdénséure in 100 ml Aqua dest. 16sen und

anschliefend filtrieren

Saffron du Gatinais 6 g Saffron du Gatinais in 100 ml 100 %-igem Ethanol
(Safran) l16sen, bei 50° C fiir 48 Stunden im Warmeschrank

inkubieren und vor Gebrauch filtrieren

Férbeprotokoll:

X NN R WD =

— = e e = e = = = = \©
O 0 1 N D B W N — O

Entparaffinieren mit Xylol fiir 2 x 5 Minuten

Rehydrieren mit der absteigenden Alkoholreihe (100 %; 96 %; 70 %) fiir je 5 Minuten
Waschen mit Aqua dest. fiir 2 x 5 Minuten

Féarben mit Alcianblau fiir 10 Minuten

Spiilen mit Leitungswasser fiir 5 Minuten

Stabilisieren in alkalischem Ethanol fiir 60 Minuten

Spiilen unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 Minuten

Waschen in Aqua dest. (kurz eintauchen)

Féarben mit Himatoxylin fiir 10 Minuten

. Spiilen in Aqua dest.

. Leitungswasser flir 15 Minuten

. Farben mit Brilliant-Crocein-Saurefuchsin fiir 12,5 Minuten

. Differenzieren mit 0,5 % Essigséure fiir 3 Minuten

. Differenzieren mit 5% Phosphomolybdéinsédure fiir 20 Minuten
. Spiilen mit 0,5 % Essigsédure fiir 2 Minuten

. 100 % Ethanol 3 x 5 Minuten

. Farben mit Safron du Gatinais fiir 60 Minuten

. 100 % Ethanol 3 x 2 Minuten

. Xylol 2x 5 Minuten, anschlieend eindeckeln mit DePex
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3.5 Auswertung
3.5.1 Semiquantitative Auswertung:

Die semiquantitative Auswertung der gefdrbten Tibiapréparate erfolgte unter dem Licht-
mikroskop. Die Betrachtung der Pridparate erfolgte mit einem 20er und/oder einem 40er
Objektiv. Hierbei wurde jedes Priparat Blickfeld fiir Blickfeld rasterformig untersucht und

beziiglich knocherner und/oder zelluldrer Parameter bewertet.

3.5.1.1 Auswertung der histologischen Standardfirbungen:

Die Auswertung erfolgte bei den Toluidinblau und den Movat Pentachrom gefarbten Schnitten

nach folgenden Kriterien beziiglich der kndchernen und zelluldren Begebenheiten in den

Préparaten:

(a) Knochenabbau: Destruktive Prozesse am Knochen lieBen sich als Osteoklastenlakunen in

Form von Resorptionszonen (,,Fraspuren®) identifizieren (Abbildung 5SA und 6A).

(b) Knochenautbau: Die neu gebildete Knochenfliche/Osteoid war farblich zu erkennen

(Abbildung 5B und 6B).

(¢) Immunzellen: Polymorphkernige Granulozyten konnten anhand ihrer charakteristischen

Kernform identifiziert werden (Abbildung 5C und 6C).

(d) Bakterien: Ansammlungen (Cluster) von Bakterien wurden aufgrund ihrer Gré8e und dem

hauptsichlich aus Nukleinsdure bestehenden Zellinhalt lokalisiert (Abbildung 5C und 6C).

(e) Himatom: Durch die Operation und Entnahmeprozedur verursachte Einblutungen konnten
als interzelluldre Erythrozytenansammlungen im Markraum bestimmt werden (Abbildung

5D und 6D).
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Abbildung 5: Bewertungskriterien mit der Toluidinblau Firbung. (A) Die Pfeile zeigen auf
Osteoklasten und Osteoklastenlakunen am kortikalen Knochen (,,c“). (B) Der neu gebildete
Knochen ist mit der gestrichelten Linie markiert. (C) Im Markraum sind die Bakteriencluster
eingekreist und mit der gestrichelten Linie sind Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten

markiert. (D) Im Markraum ist ein Himatom (gepunktet eingekreist) erkennbar.
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Abbildung 6: Bewertungskriterien mit der Movat Pentachrom Fiirbung. (A) Die Pfeile zeigen
auf Osteoklasten und Osteoklastenlakunen am kortikalen Knochen (,,c“). (B) Der neu gebildete
Knochen (Osteoid in rot) ist mit der gestrichelten Linie markiert. (C) Im Markraum sind die
Bakteriencluster eingekreist und mit der gestrichelten Linie sind Ansammlungen von
neutrophilen Granulozyten markiert. (D) Im Markraum ist ein Hiimatom (gepunktet eingekreist)
erkennbar.

3.5.1.2 Auswertung der TRAP Enzymhistochemie:

TRAP-positive Zellen sind intensiv rot gefirbt und werden als Osteoklasten identifiziert, wenn

sie dem Knochen anliegen und zwei oder mehr Zellkerne aufweisen.
Die Auswertung der TRAP Enzymbhistochemie erfolgte nach folgenden Kriterien:

(a) Corticalis: TRAP positive Zellen, die am kortikalen Knochenbereich der Probe anliegen
(Abbildung 7A).

(b) Wachstumsfuge: Positiv gefarbte Zellen im Bereich der Wachstumsfuge (Abbildung 7B).
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(c) Trabekel: An Trabekeln anliegende, positiv gefirbte Zellen (Abbildung 7C).

(d) Sequester: TRAP positive Zellen, welche an Knochensequestern anliegen (Abbildung 7D).

(e) Frei im Markraum vorkommende TRAP positiv gefarbte Zellen (Abbildung 7D).

T b Sy
-." 3%

e

Abbildung 7: Bewertungskriterien bei der TRAP Enzymhistochemie. (A) Die Pfeile zeigen auf
Osteoklasten, welche am kortikalen Knochen (,,c“) anliegen. (B) TRAP-positive Zellen im
Bereich der Wachstumsfuge. (C) An einem Trabekeln (,,t%) sitzende Osteoklasten. (D) Der Pfeil
zeigt auf einen Osteoklasten, welcher an einem Knochenfragment (,,s“ = Sequester) anliegt und
frei im Markraum befindliche TRAP-positive Zellen (durch Pfeilspitzen markiert).
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3.5.1.3 Auswertung der Gram-Firbung:

Gram-positive Bakterien wie S. aureus erscheinen blau-schwarz und sind als Cluster schon bei

geringeren Vergroferungen leicht zu erkennen.
Bei der Auswertung der Gram-Féarbung wurden folgende Kriterien bewertet:

(a) Knorpel (Cluster): Ansammlungen von Bakterien im Bereich des Gelenkknorpels und der
Wachstumsfuge (Abbildung 8A).

(b) Knorpel (einzeln): Im Bereich des Gelenkknorpels und der Wachstumsfuge einzeln
vorkommende Bakterien (Abbildung 8B).

(c) Markraum (Cluster): Ansammlungen von Bakterien im Markraum (Abbildung 8C).

(d) Markraum (einzeln): Im Markraum einzeln liegende Bakterien (Abbildung 8D).

Abbildung 8: Bewertungskriterien bei der Gram-Férbung. (A) Cluster von Bakterien sind als
schwarze Flecken dorsal des Gelenkknorpels erkennbar. (B) Die Pfeile deuten auf einzeln
liegende Bakterien distal der proximalen Wachstumsfuge. (C) Ein Bakteriencluster an der
Grenzfliche zwischen Corticalis (,,c“) und Markraum. (D) Einzeln liegende Bakterien im
Markraum sind mit Pfeilen markiert.
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3.5.1.4 Bewertung der histologischen Kriterien/“Scoring*:

Jedem Kriterium wurde abhédngig von seiner Haufigkeit im Praparat ein Wert/“Score* zwischen

,0“und ,,4“ zugewiesen.

,»0° =kein Vorkommen des Parameters im Praparat
,»1“=wenig und lokal begrenzt

2 = mittel und/oder an einigen Stellen im Préparat
»3 = viel und lokal begrenzt

»4“=viel und im gesamten Priparat

Die in den Negativkontrollen ermittelten Werte dienten als Referenzwerte fiir den
Normalzustand, da diese Proben keiner Vorbehandlung oder Operation ausgesetzt waren. Alle
Proben der vorbehandelten Gruppen und der Negativkontrollen wurden auf die gleiche Art

entnommen und prépariert und konnten daher vergleichend bewertet werden.

Fiir eine individuelle Beurteilung der einzelnen Proben wurden die Werte jedes Kriteriums mit
dem Maximalwert der Negativkontrollen verglichen. Himatom, Granulozyten und Bakterien
Scores oberhalb der Normalwerte wurden als Anzeichen fiir eine Osteomyelitis gewertet. Bei
der Gram-Farbung wurden die Werte fiir die Bakterienhaufigkeit pro Probe addiert, um sie mit
den Werten von der Toluidinblau und Movat Pentachrom Farbung beim individuellen Scoring

vergleichen zu kénnen.

Identische Werte fiir den Knochenaufbau und den Knochenabbau wurden als ausbalancierter,
physiologsicher Knochenmetabolismus gewertet. Osteoklasten-hdufigkeiten oberhalb der
Normalwerte an Sequestern, den Trabekeln, der Corticalis oder frei im Markraum wurden als

Anzeichen fiir osteolytische Prozesse interpretiert.

Fiir jeden Wert eines Kriteriums oberhalb der Normalwerte wurde ein Punkt fiir diese Probe
vergeben. Erhielt eine Probe bei den Kriterien Granulozyten, Himatom und Bakterien zwei
oder mehr Punkte (von drei moglichen Punkten), wurde dies als eine akute Osteomyelitis

bewertet.

Ein nicht ausbalancierter Knochenmetabolismus sowie Werte oberhalb der Normalwerte bei
der TRAP-Enzymhistochemie wurden ebenfalls mit jeweils einem Punkt bewertet. Punkte fiir
diese beiden Kriterien (zusitzlich zu den oben genannten) wurden als sich etablierende akute

Osteomyelitis mit dem Potential zur chronischen Osteomyelitis bewertet.
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3.5.1.5 Beurteilung der Schnittqualitit:

Da es sich bei den Schnitten um Serienschnitte handelte, erfolgte die Beurteilung der
Schnittqualitit exemplarisch an den Movat Pentachrom gefarbten Schnitten. Hierbei wurden
die besten Schnitte mit ,,1* und die schlechtesten Schnitte mit ,,4* bewertet. Eine Schnittqualitit
von ,,1“ wurde an vollstindige Schnitte vergeben, wenn der Gelenksknorpel, die
Wachstumsfuge, der Markraum mit seinem zelluldren Inhalt und beide Corticalisdste
differenziert zu erkennen waren. Die Bewertung von ,,2 wurde an Schnitte vergeben, die von
der Probengrofle im Vergleich zu Schnitten der Qualitit ,,1° reduziert waren und wenn kleine
Teile der Corticalisdste oder des Markrauminhaltes im Préparat fehlten. Gelenkknorpel,
Wachstumsfuge, kortikaler Knochen und Markraum (mit zelluldrem Inhalt) waren differenziert
zu erkennen. Mit einer ,,3* wurden Schnitte bewertet, die deutlich in der Praparatgrofle reduziert
waren und bei denen Teile der Gelenksfldche, der Wachstumsfuge, des Markraumes oder der
kortikalen Knochenbereiche (auch in Kombination) nicht im Préparat erkennbar waren. Eine
Bewertung von ,,4 erhielten Schnitte, welche stark fragmentiert waren, keine Gelenksflache
oder Wachstumsfuge erkennen lieen und in denen sich noch kortikaler Knochen erkennen lie3.
Der Markraumsbereich war noch erkennbar aber der zelluldire Markraumsinhalt war nur partiell

erhalten.

3.5.2 Bildbearbeitung und Histomorphometrie:

Fiir die histomorphometrische Auswertung wurden zuerst alle Movat Pentachrom gefarbten
Praparate mit dem Leica Fotomikroskop DM5500B (mit Smartpanel StP6000, Kamera Leica
DCF 7000T und der Software ,,Leica Application Suite X — LAS X*) mit dem Ser Objektiv
fotografiert. Diese Ubersichtsaufnahmen wurden mit den Funktionen ,, Tilescan* und ,,Mosaik
Merge* aufgenommen. Die Software fotografierte so den manuell markierten Bereich und
setzte anschlieend die aufgenommenen Einzelbilder automatisch zu einem Gesamtbild

zusammen (Abbildung 9A). Alle Aufnahmen wurden als ,,.tif*-Datei exportiert.

Da bei der Movat Pentachrom Féarbung die Muskulatur und das Osteoid rot angefarbt wurden,
musste von Hand der muskuldre Anteil aus den Bildern entfernt werden. Firbeartefakte im
Hintergrund oder im Markraum wurden ebenfalls entfernt, da auch sie das Ergebnis der
Berechnung verfilschen konnten. Dies geschah mit der Radiergummi-Funktion von Adobe

Photoshop CS6. Durch zuschneiden der Bilder (ebenfalls in Photoshop) wurde der
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Hintergrundanteil der aufgenommenen Bilder verringert (Abbildung 9B), was eine schnellere

Berechnung bei der Histomorphometrie ermoglichte.

3.5.2.1 Histomorphometrie:

Die halbautomatisierte Histomorphometrie wurde mittels ImagelJ (Version 1.47) und der
Funktionen (Makros) ,trainable Weka segmentation und ,,Weka stats automatisch®
durchgefiihrt. Hierzu wurde das zu berechnende Bild aufgrund seiner Gesamtgrofe in
Einzelbilder unterteilt (Abbildung 9C; 6 Bilder pro Spalte und 5 pro Zeile). Anhand eines Bildes
wurde der ,,Classifier trainiert”“. Hierzu werden die unterschiedlichen Bereiche im Bild
(Hintergrund, mineralisierter Knochen (,,total ossified tissue* = TOT), Knorpel (,,total cartilage
tissue” = TCT) und nicht-mineralisierte Matrix von Hand markiert und den entsprechenden
Kategorien zugeteilt. Der ,,Classifier analysiert das Bild aufgrund dieser markierten
Kategorien und wandelt das klassifizierte Bild in ein Falschfarbenbild um (Abbildung 9D).
Bevor der ,.trainierte Classifier* auf alle Bilder angewendet werden konnte, wurde tiberpriift,
ob das Programm richtig arbeitet und die Klassifizierung den Zuordnungen im Originalbild
entspricht. Nach der Umwandlung aller Ausgangsbilder in Falschfarben-Teilbilder wurde der
Anteil der Pixel fiir jede Kategorie mit ,,Weka Stats* berechnet.
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Abbildung 9: Bildpriparation fiir die Histomorphometrie. (A) Original Ubersichts-aufnahme,
(B) zugeschnittenes Bild nach der Entfernung der muskuliren Anteile und Artefakte in der
Aufnahme, (C) 3 von 30 Teilbildern vor Klassifizierung und (D) die gleichen Teilbilder nach
automatisierter Klassifizierung (Falschfarbenbilder).

3.6 Statistische Auswertung:

Die ausgegebenen Werte konnten in Excel (Microsoft Office 2013) zur Organisation der Daten
exportiert und anschlieBend in IBM SPSS Statistics 21 zur statistischen Auswertung {ibertragen
werden. Berechnet wurde der prozentuale Anteil an TOT, TCT und nicht-mineralisierter Matrix
an der Gesamtflache des Priparates (ohne Hintergrund). Mit der Funktion Frequenzanalyse
wurden die Daten auf Normalverteilung tiberpriift. Der Kuskall-Wallis Test zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen und Zeitpunkten (p < 0,05). Da die Daten
nicht normalverteilt waren, erfolgte die weitere statistische Auswertung in Form des Mann-
Whitney-U-Tests fiir den Vergleich der Mittelwerte zwischen den Gruppen und Zeitpunkten.
Signifikanzen wurden mit p < 0,05 und Tendenzen mit p < 0,07 identifiziert. Die grafische

Darstellung erfolgte als Balkendiagramme der Mittelwerte mit Fehlerbalken (+/- 1 SEM).
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4. Ergebnisse

4.1 Toluidinblau Firbung: erhohter Knochenumbau und hiufiger Bakterien sowie

neutrophile Granulozyten drei Tage nach OP

Unter physiologischen Bedingungen ist der Knochenumbau (Aufbau und Abbau) im
Gleichgewicht. Storungen dieses Gleichgewichtes sind Zeichen fiir Erkrankungen wie zum
Beispiel liberméfBiger Knochenabbau bei Osteoporose oder kortikale Auflagerungen bei
chronischer Osteomyelitis. Ansammlungen von Immunzellen oder das Vorhandensein von
Bakterien sind Zeichen fiir eine bestehende Infektion. Die Anwesenheit von Himatom(en) ist
ein Hinweis auf eine vorangegangene Verletzung. Mit der Toluidinblau Farbung konnte
histologisch der Knochenaufbau, der Knochenabbau, Ansammlungen von Bakterien und
Granulozyten sowie das Vorhandensein eines Himatoms beurteilt werden (Abbildungen 10; 11
und 13). Hierbei zeigte sich ein erhohter Knochenumbau, und hiufigeres Auftreten von
Granulozyten und Bakterien drei Tage nach Infektion/OP im Vergleich zur Negativkontrolle

(Abbildungen 12 und 14).

Bei insgesamt zwei Proben aus Gruppe 1 (je eine von Tag 4 und Tag 6) und einer Negativ-
kontrolle von Tag 4 konnte nur der Knochenautbau und Knochenabbau am Préparat beurteilt
werden, da der Markraum nicht in ausreichender Fliche angeschnitten war. Bei einer Probe aus
Gruppe 3 (neg. ODN; Tag 4) musste die Beurteilung auf die Bakterien, die Granulozyten und
das Hamatom beschrdnkt werden, da der knocherne Bereich nur partiell und ungleichméaBig

angeschnitten war.

Knochenabbau:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten acht Proben einen
Wert von ,,2° (mittel/an einigen Stellen*) und eine Probe einen Wert von ,,3“ (,,viel aber lokal
begrenzt*) beziiglich des Knochenabbaus. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten drei Proben einen
Wert von ,,2 und sechs Proben einen Wert von ,,3%. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hat eine Probe
einen Wert von ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt*), vier Proben einen Wert von ,,2 und drei Proben
einen Wert von “3“. Die Negativkontrolle (K) hatte einmal den Wert ,,1* und zweimal den Wert

13
22
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Im Vergleich zur Negativkontrolle waren bei allen drei Versuchsgruppen haufiger hohere
Werte fiir den Knochenabbau zu erkennen. Die hochsten Werte traten bei Gruppe 2 auf, gefolgt

von Gruppe 3 und Gruppe 1, welche von den Versuchsgruppen den geringsten Wert hatte.

Am dritten Tag nach der OP hatten zwei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert
von ,,2“ und sieben Proben einen Wert von ,,3* beziiglich des Knochenabbaus. In Gruppe 2
(500 pg CpG) hatten acht Proben einen Wert von ,,3* und eine Probe einen Wert von ,,4% (,,viel
im gesamten Praparat®). Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe den Wert von ,,2* und acht
Proben einen Wert von ,,3*“. Die Negativkontrolle (K) hatte bei allen drei Proben einen Wert

von ,,2%.

Im Vergleich zur Negativkontrolle mit den geringsten Werten beziiglich des Knochenabbaus,
zeigten die Gruppen 1 und 3 hohere Werte und der intensivste Knochenabbau war bei Gruppe

2 zu finden.

Positivkontrolle CpG-ODN neg. ODN neg. Kontrolle

Abbildung 10: Beispielbilder fiir katabole Prozesse am Knochen mit der Toluidinblau Firbung.
Die Pfeile zeigen auf Osteoklasten und dieser Zelltyp war in allen Gruppen sowie zu beiden
Zeitpunkten zu finden.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten zeigte sich am ersten postoperativen
Tag innerhalb der Gruppen weniger Knochenabbau als am dritten Tag nach der OP. Die
niedrigsten Werte waren bei den Negativkontrollen und bei Gruppe 1 an Tag 4 zu finden. Von
Gruppe 3 tiber Gruppe 2 (beide an Tag 4) zu Gruppe 1 und Gruppe 3 (beide an Tag 6) stiegen
die Werte an. Am hdufigsten war der Knochenabbau bei Gruppe 2 an Tag 6 (Abbildung 12A).
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Knochenaufbau:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten alle Proben einen Wert
von ,,2 (,,mittel/an einigen Stellen*) beziiglich des Knochenaufbaus. In Gruppe 2 (500 pg
CpQG) hatten fiinf Proben einen Wert von ,,2* und vier Proben einen Wert von ,,3“ (,,viel aber
lokal begrenzt). Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Proben einen Wert von ,,1* (,,wenig und
lokal begrenzt*), fiinf Proben einen Wert von ,,2 und zwei Proben einen Wert von ,,3“. Die

Negativkontrolle (K) hatte einmal den Wert ,,1* und zweimal den Wert ,,2%.

Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigten die Versuchsgruppen hohere Werte beziiglich des
Knochenaufbaus. Die hochsten Werte waren bei Gruppe 2 zu finden. Bei Gruppe 3 waren der
Knochenautbau weniger stark und Gruppe 1 zeigte den geringsten Werte im Vergleich der

Versuchsgruppen.

Am dritten Tag nach der OP hatten fiinf Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,»2 und vier Proben einen Wert von ,,3* beziiglich des Knochenaufbaus. In Gruppe 2 (500 ug
CpG) haben alle Proben einen Wert von ,,3“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) haben zwei Proben
einen Wert von ,,2° und sieben Proben einen Wert von ,,3*“. Die Negativkontrolle (K) hatte bei

allen drei Proben einen Wert von ,,2°.

Positivkontrolle CpG-ODN neg. ODN neg. Kontrolle

Tag 4

Abbildung 11: Beispielbilder fiir anabole Prozesse am Knochen mit der Toluidinblau Fiirbung.

Neu gebildeter Knochen ist rot umrandet und in allen Gruppen sowie zu beiden Zeitpunkten zu
finden.
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Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigten die Versuchsgruppen hohere Werte beziiglich des
Knochenautbaus. Die hochsten Werte waren bei Gruppe 2 zu finden, gefolgt von Gruppe 3 und

Gruppe 2 mit den geringsten Werten fiir den Knochenaufbau.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und den Zeitpunkten zeigten die Negativkontrollen
(Tag 4 und Tag 6) und die Gruppe | an Tag 4 die niedrigsten Werte fiir den Knochenaufbau.
Prinzipiell war drei Tage nach der OP bei allen Gruppen mehr Knochenaufbau zu beobachten
als am ersten postoperativen Tag. Zunehmender Knochenaufbau war bei Gruppe 3 an Tag 4
gefolgt von Gruppe 1 an Tag 6 und Gruppe 2 an Tag 4 zu Gruppe 2 an Tag 4 und Gruppe 3 an
Tag 6 zu beobachten. Die hochsten Werte fiir den Knochenaufbau wurden in Gruppe 2 an Tag
6 erreicht (Abbildung 12B).

Die anabolen und katabolen Prozesse im Knochen (Abbildungen 12A und B) zeigten sich bei
den Negativkontrollen und bei der CpG-vorbehandelten Gruppe am ersten Tag nach der OP
ausbalanciert. Am ersten postoperativen Tag zeigten sich bei Gruppe 1 und zwei sowie an
beiden Zeitpunkten bei Gruppe 3 anndhernd ausbalancierte Verhéltnisse mit einer leichten
Verschiebung zugunsten des Knochenabbaus. Bei der Positivkontrolle zeigte sich drei Tage
nach der OP ein Ungleichgewicht mit héufiger auftretendem Knochenabbau als

Knochenaufbau.
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Abbildung 12: Gegeniiberstellung der Gruppen beziiglich der untersuchten knédchernen
Parameter (Toluidinblau). (A+B) Anabole und katabole Prozesse im Knochen waren an Tag 6
héiufiger als an Tag 4. In den vorbehandelten Gruppen war der Knochenabbau hdéufiger als der
Knochenaufbau.

Granulozyten:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatte eine Probe einen Wert
von ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt®), vier Proben hatten einen Wert von ,,2* (,,mittel/an einigen
Stellen*) und drei Proben hatten einen Wert von ,,3% (,,viel aber lokal begrenzt) beziiglich der
Ansammlungen von Granulozyten im Priparat. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatte eine Probe
einen Wert von ,,1*, fiinf Proben hatten einen Wert von ,,2 und drei Proben hatten einen Wert
von ,,3. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe einen Wert von ,,1*, sechs Proben hatten
einen Wert von ,2°“ und zwei Proben hatten einen Wert von ,,3“. Die Proben der

Negativkontrolle (K) hatten einen Wert von ,,0“ (“keine®).

Im Vergleich zur Negativkontrolle waren in allen vorbehandelten Gruppen Ansammlungen
neutrophiler Granulozyten zu finden. Von den vorbehandelten Gruppen enthielt die negativ
ODN Gruppe weniger hdufig neutrophile Granulozyten als die Positivkontrolle oder die CpG-
ODN Gruppe.
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Am dritten Tag nach der OP hatten sieben Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert
von ,,3 und eine Probe hatte einen Wert von ,4%“ beziiglich der Ansammlungen von
Granulozyten. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten drei Proben einen Wert von ,,2, vier Proben
einen Wert von ,,3“ und zwei Proben einen Wert von ,,4*“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten
ebenfalls drei Proben einen Wert von ,,2°, vier Proben einen Wert von ,,3* und zwei Proben
einen Wert von ,,4%“. Zwei Proben der Negativkontrolle (K) hatten einen Wert von ,,0° und eine

Probe hatte einen Wert von ,,1.

Im Vergleich zur Negativkontrolle, welche keine oder nur wenig Granulozyten-ansammlungen
enthielten, war die Haufigkeit von Granulozyten in allen andern Gruppen erhoht. Die Gruppen
2 und 3 enthielten gleich hdufig Granulozyten und deren Haufigkeit wurde in Gruppe 1 noch

uberschritten.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten waren in den Proben am ersten
postoperativen Tag prinzipiell weniger hdufig Ansammlungen von Granulozyten enthalten als
in den Proben vom dritten Tag nach der OP. Nach den Negativkontrollen enthielten die Proben
aus Gruppe 3 an Tag 4 die wenigsten Granulozyten. Danach folgten Gruppe 1 und 2 (beide an
Tag 4) mit vergleichbar vielen Granulozyten. Die Gruppen 2 und 3 (an Tag 6) zeigten identisch
viele Granulozyten und deren Haufigkeit wurde nur von Gruppe 1 an Tag 6 {iberschritten

(Abbildung 14A).

Bakterien:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatte je eine Probe den Wert
»0° (,,keine®) und ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt*), drei Proben den Wert von ,2 (,,mittel/an
einigen Stellen*) und ebenfalls drei Proben den Wert von ,,3 (,,viel aber lokal begrenzt®)
beziiglich des Vorkommens von Bakterien(-Clustern) im Priparat. In Gruppe 2 (500 pg CpG)
hatte eine Probe einen Wert von ,,1*, zwei Proben hatten einen Wert von ,,2° und sechs Proben
hatten einen Wert von ,,3%. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten zwei Proben einen Wert von ,,0%,
vier Proben einen Wert von ,,2° und drei Proben einen Wert von ,,3“. Alle drei Proben der

Negativkontrolle waren bakteriell unbelastet und hatten einen Wert von ,,0%.

Im Vergleich zur Negativkontrolle, in welcher keine Bakterien nachgewiesen werden konnten,
waren die Versuchsgruppen in dhnlichem Mafle mit Bakterien belastet. Die geringste Belastung
war bei der negativ ODN Gruppe zu finden. Die Positivkontrollen und CpG-ODN Proben

enthielten haufiger Bakteriencluster.
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Am dritten Tag nach der OP hatte eine Probe der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,, 1, vier Proben hatten einen Wert von ,,3° und drei Proben einen Wert von ,,4* (,,viel und im
gesamten Préparat®) beziiglich des Vorkommens von Bakterien(-Clustern). In Gruppe 2 (500
ng CpG) hatten jeweils drei Proben den Wert von ,,2%, ,,3 beziehungsweise ,,4%“. Bei Gruppe 3
(neg. ODN) hatte jeweils eine Probe den Wert von ,,1* beziehungsweise ,,2%, vier Proben hatten
einen Wert von ,,3“ und drei Proben einen Wert von ,,4*“. Zwei Proben der Negativkontrolle (K)

waren unbelastet mit einem Wert von ,,0 und eine Probe hatte einen Wert von ,,1.

Im Vergleich zur Negativkontrolle waren alle vorbehandelten und operierten Gruppen an Tag
6 haufiger mit Bakterien belastet. Die Haufigkeit von Bakterienclustern war bei allen drei

vorbehandelten Gruppen anndhernd gleich.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten zeigten die Proben am ersten
postoperativen Tag eine geringere Belastung mit Bakterien als die Proben drei Tage nach der
OP. Die Negativkontrollen waren nicht oder bei einer Probe nur wenig belastet. Proben aus
Gruppe 1 und 3 (beide an Tag 4) waren ebenfalls frei von Bakterien und diese Gruppen zeigten
damit die geringste Belastung bei den Versuchsgruppen. Gruppe 2 war am ersten
postoperativen Tag am stdrksten belastet. Am héufigsten waren Bakterien bei den PBS, CpG-
ODN und negativ ODN vorbehandelten Gruppen an Tag 6 zu finden, wobei diese drei Gruppen
ahnliche Haufigkeiten von Bakterien zeigten (Abbildung 14B).

Héamatom:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatte eine Probe einen Wert
von ,,2* (,,mittel/an einigen Stellen*), zwei Proben hatten einen Wert von ,,3* (,,viel aber lokal
begrenzt“) und fiinf Proben hatten einen Wert von ,,4% (,,viel im gesamten Préaparat®) beziiglich
der Pridsenz eines Hdmatoms im Préparat. In Gruppe 2 (500 pg CpGQ) hatte eine Probe einen
Wert von ,,2°, fiinf Proben hatten einen Wert von ,,3° und drei Proben hatten einen Wert von
4. Bel Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe einen Wert von ,,1 (,,wenig/lokal begrenzt),
zwei Proben hatten einen Wert von ,,2°, fiinf Proben hatten einen Wert von ,,3 und eine Probe

hatte einen Wert von ,,4“. Die Proben der Negativkontrolle (K) hatten einen Wert von ,,1°.

Im Vergleich zur Negativkontrolle, welche nur wenig und lokal begrenzt Himatom enthielt,
waren alle anderen Gruppen héufiger und intensiver mit Himatom durchsetzt. Die geringste

Haufigkeit von Hdmatomen war in Gruppe 3 und die grofte Haufigkeit in Gruppe 1 zu finden.
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Am dritten Tag nach der OP hatten jeweils vier Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen
Wert von ,,3* oder ,,4 beziiglich der Prisenz eines Himatoms im Priparat. In Gruppe 2 (500
ng CpG) hatten vier Proben einen Wert von ,,3 und fiinf Proben einen Wert von ,,4“. Bei
Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe einen Wert von ,,2°, fiinf Proben hatten einen Wert von
,»3“und drei Proben hatten einen Wert von ,,4““. Zwei Proben der Negativkontrolle hatten einen

Wert von ,,0° und eine Probe hatte einen Wert von ,,3.

Im Vergleich zur Negativkontrolle enthielten alle Gruppen hiufiger Hamatome, wobei in
Gruppe 3 weniger Hdmatom als in Gruppe 1 zu erkennen war. Die grofSte Haufigkeit an
Héamatom war in Gruppe 2 zu finden. Von den vorbehandelten Gruppen enthielt die Gruppe 3
(neg. ODN) an Tag 4 die geringste Haufigkeit an Hamatom. Die Proben aus Gruppe 3 an Tag
6 und Gruppe 2 an Tag 4 zeigten identische Haufigkeiten der Himatome. Noch hdufiger waren
Hamatome an beiden Zeitpunkten in den Positivkontrollen enthalten und die groBte Haufigkeit

von Himatomen war in der CpG-ODN Gruppe an Tag 4 zu finden (Abbildung 14C).

Positivkontrolle CpG-ODN neg. ODN neg. Kontrolle

Abbildung 13: Beispielbilder fiir die zelluliren Parameter mit der Toluidinblau Fiirbung.
Bakteriencluster sind rot umkreist und waren in allen vorbehandelten Gruppen und zu beiden
Zeitpunkten zu finden. Ansammlungen neutrophiler Granulozyten waren hdufig neben
Bakterienclustern lokalisier. Himatome waren in allen Gruppen (auch in den
Negativkontrollen) erkennbar.

Bei der Beurteilung der zelluldre Parameter (Abbildung 14) zeigte sich, dass in den Proben

ohne Bakteriencluster auch keine Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten enthielten.
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Proben mit einer groBeren Héufigkeit von Bakterien (alle vorbehandelten und operierten
Gruppen an Tag 6) enthielten auch hdufiger neutrophile Granulozyten. Die Positivkontrolle wie
auch die CpG-vorbehandelte Gruppe zeigten einen Tag nach der OP sowohl eine mittlere
Haufigkeit von Bakterien wie auch Granulozyten. Von den vorbehandelten Gruppen enthielt
die negativ ODN-Gruppe am ersten postoperativen Tag am seltensten Himatom, Granulozyten
und Bakterien sowie niedrige Werte fiir den Knochenmetabolismus. Hierdurch wurde ein
positiver Zusammenhang zwischen der Haufigkeit von Bakterienclustern und Ansammlungen
neutrophiler Granulozyten als Reaktion auf die Behandlungsprozedur erkennbar. Das
Immunsystem reagierte mit der Infiltration von neutrophilen Granulozyten in den Markraum,
um die beginnende bakterielle Infektion zu bekdmpfen. Die Entstehung eines Himatoms lie3
sich durch die mechanische Manipulation wéhrend der Behandlungs- und Entnahmeprozedur
erkldren, da auch die unbehandelten Negativkontrollen wenn auch geringer stark ausgeprigte

Hamatome enthielten.
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Bakterien

Gr1_D4
Gr1_D6
Gr2_D4
Gr2_D6
Gr3_D4
Gr3_D6

K_D4

K_D6

M 0= keine

@ 1 = wenig, lokal begrenzt

O 2 = mittel/an einigen Stellen
M 3 = viel, lokal begrenzt

M 4 = viel im gesamten Praparat

Grl = Positivkontrolle
Gr2 =500 pg CpG-ODN
Gr3 =500 pug negativ ODN
K = Negativkontrolle

D4 =Tag 4

D6 =Tag 6

Abbildung 14: Gegeniiberstellung der Gruppen beziiglich der untersuchten zelluliren Parameter
(Toluidinblau). Bei den zelluliren Parametern waren die Haufigkeiten bei (A) den Granulozyten
und (B) den Bakterien an Tag 6 gegeniiber Tag 4 erhoht. Gruppen, welche héiiufiger Bakterien
enthielten, zeigten auch griofiere Hiufigkeiten bei den Ansammlungen von neutrophilen
Granulozyten. (C) In den Negativkontrollen waren die Himatome weniger hdufig als in den

vorbehandelten und operierten Gruppen.

4.2 Movat Pentachrom Firbung: erhohter Knochenumbau drei Tage nach der OP

Mit der Movat Pentachrom Firbung konnten mineralisierte von nicht-mineralisierten

Knochenarealen unterschieden werden. Der Knochenaufbau, der Knochenabbau, die

Héufigkeiten von Bakterienclustern und Ansammlungen neutrophiler Granulozyten sowie das
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Vorhandensein eines Himatoms konnte ebenfalls beurteilt werden (Abbildungen 15; 16 und
18). Hierbei zeigte sich der Knochenumbau am dritten Tag nach der OP/Infektion bei allen
Versuchsgruppen erhoht. Bei der CpG-ODN und der negativ ODN-Gruppe war der
Knochenumbau nicht ausgeglichen und es wurde hiufiger Knochen abgebaut als aufgebaut
(Abbildung 17). Die Haufigkeit von Bakterienclustern war bei der CpG-Gruppe drei Tage nach
der OP stark erhoht und diese Gruppe enthielt zu diesem Zeitpunkt auch am haufigsten
Bakterien (Abbildung 19).

Ein Schnitt aus Gruppe 3 an Tag 6 konnte beziiglich des Knochenaufbaus- und —Abbaus nicht

beurteilt werden.

Knochenabbau:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten sieben Proben einen
Wert von ,,2* (,,mittel/an einigen Stellen*) und zwei Proben hatten einen Wert von ,,3% (,,viel
aber lokal begrenzt*) beziiglich des Knochenabbaus. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten vier
Proben einen Wert von ,,2“ und fiinf Proben hatten einen Wert von ,,3* beziiglich des
Knochenabbaus. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten jeweils vier Proben einen Wert von ,,2%
beziehungsweise ,,3“. Die Negativkontrolle (K) hatte Werte von ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt*),

2 beziehungsweise ,,3 bei jeweils einer Probe.

Im Vergleich zur Negativkontrolle war in den anderen Gruppen mehr Knochenabbau zu
beobachten. Am wenigsten Knochenabbau war bei Gruppe 1 gefolgt von Gruppe 3 und am

haufigsten in Gruppe 2 zu finden.

Am dritten Tag nach der OP hatten drei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
2 und sechs Proben hatten einen Wert von ,,3* beziiglich des Knochenabbaus. In Gruppe 2
(500 pg CpG) hatten vier Proben einen Wert von ,,2 und fiinf Proben hatten einen Wert von
,»3. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten zwei Proben einen Wert von ,,2* und sieben Proben hatten

einen Wert von ,,3“. Die Negativkontrolle hatte bei allen Proben einen Wert von ,,2.

Im Vergleich zur Negativkontrolle war in den vorbehandelten Proben hdufiger Knochenabbau
zu beobachten. Die Positivkontrolle und die CpG-ODN Gruppe zeigten identische Werte und
bei der negativ ODN Gruppe war der Knochenabbau am hdufigsten zu beobachten.
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Positivkontrolle . neg. Kontrolle

Abbildung 15: Beispielbilder fiir katabole Prozesse am Knochen mit der Movat Pentachrom
Fiirbung. Die Pfeile zeigen auf Osteoklasten und dieser Zelltyp war in allen Gruppen sowie zu
beiden Zeitpunkten zu finden.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten waren die geringsten Haufigkeiten fiir
den Knochenabbau bei den Negativkontrollen zu finden. Knochenabbau war haufiger in
Gruppe 1 (an Tag 4) gefolgt von Gruppe 3 und Gruppe 2 (beide ebenfalls an Tag 4) zu finden.
Die Gruppen 1 und 2 zeigten an Tag 6 identische, hohere Werte beziiglich der Haufigkeit des
Knochenaufbaus. In Gruppe 2 an Tag 4 zeigten sich die zweithochsten Haufigkeiten und am

hiufigsten war der Knochenabbau in Gruppe 3 am dritten Tag nach der OP (Abbildung 17A).

Knochenaufbau:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten sieben Proben einen
Wert von ,,2 (“mittel/an einigen Stellen*) und zwei Proben einen Wert von ,,3* (,,viel aber
lokal begrenzt®) beziiglich des Knochenautbaus. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten fiinf Proben
einen Wert von ,,2 und vier Proben hatten einen Wert von ,,3“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN)
hatten fiinf Proben einen Wert von ,2“ und drei Proben einen Wert von ,,3“. Die
Negativkontrolle (K) hatte Werte von ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt®), ,,2 beziechungsweise ,,3*

bei jeweils einer Probe.
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Im Vergleich zur Negativkontrolle waren bei allen Versuchsgruppen hohere Werte beziiglich
des Knochenautbaus zu erkennen. Die hochsten Werte waren bei Gruppe 2 zu finden, wihrend
der Knochenaufbau bei Gruppe 3 weniger hdufig war. Gruppe 1 zeigte von den vorbehandelten

Gruppen am wenigsten Knochenaufbau.

Am dritten Tag nach der OP hatten drei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
2 und sechs Proben hatten einen Wert von ,,3*. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatte eine Probe
einen Wert von ,,2° und acht Proben hatten einen Wert von ,,3“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN)
hatten drei Proben einen Wert von ,,2° und sechs Proben hatten einen Wert von ,,3“. Die

Negativkontrolle hatte bei allen Proben einen Wert von ,,2*.

Bei der Negativkontrolle waren die Werte fiir den Knochenaufbau geringer als in den anderen
Gruppen. Die hochsten Werte waren bei Gruppe 2 zu finden. Die Gruppen 1 und 3 zeigten
identische Werte.

Positivkontrolle CpG-ODN neg. ODN neg. Kontrolle
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Abbildung 16: Beispielbilder fiir anabole Prozesse am Knochen mit der Movat Pentachrom
Firbung. Neu gebildeter Knochen ist als rot gefiirbte Areale zu erkennen und in allen Gruppen
sowie zu beiden Zeitpunkten zu finden.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und den Zeitpunkten zeigten die Negativkontrollen den
geringsten Knochenaufbau. An Tag 6 war der Knochenaufbau im Vergleich zum friiheren
Zeitpunkt bei allen Versuchsgruppen haufiger. Am hédufigsten war neu gebildeter Knochen bei
Gruppe 2 an Tag 6 zu finden. Weniger hiufig fand die Knochenneubildung bei den Gruppen 3
(Tag 6) und Gruppe 1 (Tag 6) (beide mit identischen Werten) statt und nahm bei den Gruppen

47



Ergebnisse

2 und 3 an Tag 4 an Héufigkeit weiter ab. Von den Versuchsgruppen zeigte Gruppe 1 an Tag 4
die geringste Haufigkeiten beim Knochenaufbau (Abbildung 17B).

Die katabolen und anabolen Prozesse im Knochen zeigten sich bei den Negativkontrollen und
den Positivkontrollen zu beiden Zeitpunkten ausbalanciert. Bei der CpG-vorbehandelten
Gruppe dominierte am ersten postoperativen Tag der Knochenabbau, wihrend drei Tage nach
der OP der Knochenaufbau iiberwog. Auch bei der negativ ODN Gruppe waren die anabolen
und katabolen Prozesse anndhernd ausbalanciert, jedoch war eine leichte Tendenz zu

hiufigerem Knochenabbau zu erkennen (Abbildung 17).
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l 3 = viel, lokal begrenzt K = Negativkontrolle
B 4 = viel im gesamten Praparat D4=Tag4/D6=Tagb

Abbildung 17: Gegeniiberstellung der Gruppen beziiglich der untersuchten knédchernen
Parameter (Movat Pentachrom Fiirbung). (A+B) Anabole und katabole Prozesse im Knochen
waren bei den Kontrollen ausbalanciert und an Tag 6 bei den vorbehandelten Gruppen héiufiger
als an Tag 4. An Tag 4 war der Knochenabbau bei der CpG-ODN und der negativ ODN Gruppe
héiufiger wiihrend an Tag 6 in der CpG-ODN Gruppe der Knochenaufbau héufiger war.

Granulozyten:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten fiinf Proben einen

Wert von ,,2 (,,mittel/an einigen Stellen*) und vier Proben hatten einen Wert von ,,3* (,,viel
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aber lokal begrenzt®) beziiglich der Ansammlungen von Granulozyten im Préparat. In Gruppe
2 (500 pg CpG) hatte eine Probe den Wert von ,,1 (,,wenig/lokal begrenzt®), und jeweils vier
Proben hatten einen Wert von ,,2* beziehungsweise ,,3. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten vier
Proben einen Wert von ,,1%, drei Proben hatten einen Wert von ,,2° und zwei Proben hatten

einen Wert von ,,3“. Die Negativkontrolle (K) hatte bei allen Proben einen Wert von ,,1%.

Im Vergleich zur Negativkontrolle waren Ansammlungen von Granulozyten héaufiger in allen
vorbehandelten Gruppen zu finden. Die grof3ite Haufigkeit von neutrophilen Granulozyten war
in der Positivkontrolle zu finden. Die CpG-ODN und die negativ ODN Gruppen enthielten
weniger hiufig Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur

Positivkontrolle.

Am dritten Tag nach der OP hatten jeweils zwei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen
Wert von ,,1° oder ,2 und fiinf Proben hatten einen Wert von ,3“ beziiglich der
Ansammlungen von Granulozyten im Priparat. In Gruppe 2 (500 ug CpG) hatten zwei Proben
einen Wert von ,,2%, sechs Proben hatten einen Wert von ,,3“ und eine Probe hatte den Wert ,,4°
(,,viel im gesamten Prédparat®). Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten drei Proben einen Wert von
,»2° und sechs Proben hatten einen Wert von ,,3“. Die Negativkontrolle (K) hatte bei zwei

Proben einen Wert von ,,0“ (,,keine*) und eine Probe hatte einen Wert von*1*.

Im Vergleich zur Negativkontrolle mit zwei Proben ohne Ansammlungen von Granulozyten,
war deren Haufigkeit in den anderen Gruppen erhoht. Am héufigsten waren Ansammlungen
neutrophiler Granulozyten in der CpG-ODN Gruppe zu finden. Bei der negativ ODN Gruppe
sowie bei der Positivkontrolle war die Granulozytenansammlungen weniger hédufig als in der

Positivkontrolle.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten waren Ansammlungen von
neutrophilen Granulozyten am seltensten bei den Negativkontrollen zu finden. Von den
vorbehandelten Gruppen enthielt negativ ODN Gruppe an Tag 4 die wenigsten Granulozyten
gefolgt von Gruppe 1 an beiden Zeitpunkten und Gruppe 2 an Tag 4. In Gruppe 3 an Tag 6
fanden sich die zweithochsten Werte und die grofte Héufigkeit von Granulozyten-

ansammlungen waren in der CpG-ODN Gruppe an Tag 6 zu finden (Abbildung 19A).
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Bakterien:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatte eine Probe den Wert
»1“ (,,wenig/lokal begrenzt®), drei Proben hatten den Wert von ,,2° (,,mittel/an einigen
Stellen®), vier Proben hatten einen Wert von ,,3% (,,viel aber lokal begrenzt*) und eine Probe
hatte einen Wert von ,,4“ (,,viel im gesamten Pridparat™) beziiglich des Vorkommens von
Bakterien(-Clustern) im Priparat. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten zwei Proben einen Wert
von ,,2%, sechs Proben hatten einen Wert von ,,3* und eine Probe hatte einen Wert von ,,4“. Bei
Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe einen Wert von ,,0° (,,keine*), fiinf Proben hatten einen
Wert von ,,2“, zwei Proben hatten einen Wert von ,,3“ und eine Probe hatte einen Wert von ,,4*.

Die Negativkontrolle war bei allen Proben mit einem Wert von ,,0 bakteriell nicht belastet.

Im Vergleich zur bakterienfreien Negativkontrolle waren in allen vorbehandelten Gruppen
Bakterien zu finden. Die geringste Haufigkeit von Bakterien fand sich in Gruppe 3, gefolgt von

Gruppe 1 und bei Gruppe 2 waren hdufigsten Bakterien zu finden.

Am dritten Tag nach der OP hatten drei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,2*, funf Proben hatten einen Wert von ,,3“ und eine Probe hatte einen Wert von ,,4* beziiglich
des Vorkommens von Bakterien(-Clustern) im Prdparat. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatte
jeweils eine Probe einen Wert von ,,2 beziehungsweise ,,3“ und sieben Proben hatten einen
Wert von ,,4%“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe den Wert von ,,2“, sieben Proben
hatten einen Wert von“3“ und eine Probe hatte den Wert ,,4“. Die Negativkontrolle war bei

allen Proben mit einem Wert von ,,0° bakteriell nicht belastet.

Im Vergleich zur unbelasteten Negativkontrolle fanden sich hdufiger Bakterien in den
vorbehandelten Gruppen. Hierbei zeigte sich in Gruppe 1 die geringste Héufigkeit von
Bakterien, wihrend in Gruppe 3 mehr Proben hdufiger mit Bakterien kontaminiert waren. Die

grofite Haufigkeit von Bakterien war in Gruppe 2 (CpG-ODN) zu finden.

Bei dem Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten zeigten die Gruppen 3 und 1 (beide
an Tag 4) nach den Negativkontrollen die geringste Haufigkeit von Bakterien. Mit ansteigender
Tendenz zeigten die Gruppen 1 an Tag 6, die Gruppe 2 an Tag 4 und die Gruppe 3 an Tag 6
hiufiger Bakterien. Die grofite Haufigkeit beziiglich der Bakterien war in der CpG-ODN
Gruppe 2 an Tag 6 zu finden. Prinzipiell war die Menge an Bakterien drei Tage nach der OP
haufiger als am ersten postoperativen Tag (Abbildung 19B).
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Héamatom:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten zwei Proben einen
Wert von ,,2* (,,mittel/an einigen Stellen®), sechs Proben hatten einen Wert von ,,3* (,,viel aber
lokal begrenzt®) und eine Probe hatte einen Wert von ,,4* (,,viel im gesamten Préparat®)
beziiglich der Prisenz eines Hdmatoms im Préparat. In Gruppe 2 (500 pg CpGQG) hatten zwei
Proben einen Wert von ,,2“, vier Proben einen Wert von ,,3“ und drei Proben einen Wert von
4. Bel Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe den Wert ,,2%, sechs Proben hatten einen Wert
von ,,3*“ und eine Probe hatte den Wert ,,4*“. Die Negativkontrolle (K) hatte bei einer Probe den

Wert ,,2° und zwei Proben hatten einen Wert von ,,3%.

Im Vergleich zur Negativkontrolle war das Hdmatom in den Versuchsgruppen stirker
ausgeprigt. Bei der negativ ODN Gruppe waren Hdmatome am hiufigsten zu finden. Die CpG-
ODN Gruppe enthielt weniger Himatom und bei der Positivkontrolle war das Hamatom

verglichen mit den anderen Versuchsgruppen am geringsten ausgepragt.

Am dritten Tag nach der OP hatte eine Probe der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,»2 und jeweils vier Proben hatten einen Wert von ,,3* beziehungsweise ,,4* beziiglich der
Prasenz eines Hamatoms im Préparat. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten sieben Proben einen
Wert von ,,3“ und zwei Proben einen Wert von ,,4%“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten zwei
Proben einen Wert von ,,2°, sechs Proben hatten einen Wert von ,,3° und eine Probe hatte den
Wert ,,4%“. Die Negativkontrolle (K) hatte bei jeweils einer Probe den Wert von“0* (,,keine®),

2" beziehungsweise ,,4°.

Bei der CpG-ODN Gruppe war das Himatom am stirksten ausgeprigt. Die Haufigkeit des
Héamatoms war bei der negativ ODN Gruppe (Gruppe 3) und bei der Positivkontrolle Gruppe

1) geringer. Die Negativkontrolle zeigte die niedrigste Haufigkeit an Himatomen.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten enthielten die Negativkontrollen am
seltensten Hamatome. Die Positivkontrolle an Tag 4 und die negativ ODN Gruppe an Tag 6
enthielten Himatome mit identischen Héufigkeiten. Zunehmende Haufigkeiten von Himatom
in den Proben waren von Gruppe 2 an Tag 4 iiber Gruppe 3 ebenfalls an Tag 4 hin zur Gruppe
2 an Tag 6 zu beobachten. Am hiufigsten waren Himatome in der CpG-ODN Gruppe am
dritten Tag nach der OP enthalten (Abbildung 19C).
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Abbildung 18: Beispielbilder fiir die zelluliren Parameter mit der Movat Pentachrom Fiirbung.
Bakteriencluster sind als violett bis schwarze Areale zu erkennen und waren in allen
vorbehandelten Gruppen und zu beiden Zeitpunkten zu finden. Ansammlungen neutrophiler
Granulozyten (brdunliche Zellen) waren hiufig neben Bakterienclustern lokalisier. Hiimatome
waren in allen Gruppen (auch in den Negativkontrollen) als Ansammlungen rot gefiirbter und
kernloser Zellen erkennbar.

Bei der Bewertung der zelluldren Parametern enthielt die CpG-ODN vorbehandelte Gruppe an
Tag 6 am hiufigsten Ansammlungen von Bakterien, neutrophilen Granulozyten und Himatome
(Abbildung 19). Drei Tage nach der OP enthielten die Proben der negativ ODN Gruppe mit
grofer Haufigkeit Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten sowie haufig
Bakteriencluster. Die Gruppen mit einer mittleren Héufigkeit bei der Keimbelastung (die
Positivkontrollen an beiden Tagen und die CpG-ODN Gruppe an Tag 4) zeigten auch mittlere
Werte bei der Haufigkeit von Granulozytenansammlungen. Gruppen, die selten Granulozyten
enthielten wie die Negativkontrollen und die negativ ODN-Gruppe an Tag 4, zeigten auch eine
geringere Hiufigkeiten bei den Bakterienclustern. So zeigte sich bei der Movat Pentachrom
Férbung ebenfalls ein positiver Zusammenhang zwischen der Hiufigkeit von Bakterienclustern
und den Ansammlungen neutrophiler Granulozyten. Da auch die Negativkontrollen teilweise
stark ausgeprigte Himatome enthielten, lief3 sich dies durch die mechanische Belastung bei der

Operations- und Entnahmeprozedur erkliren.
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Abbildung 19: Gegeniiberstellung der Gruppen beziiglich der untersuchten zelluliren Parameter
(Movat Pentachrom Fiirbung). Bei den zelluliren Parametern waren die Hiufigkeiten (A) der
Ansammlungen neutrophiler und (B) von Bakteriencluster an Tag 6 erhéht. Hierbei zeigte sich,
dass bei einem hdiufigeren Vorkommen von Bakterien auch Ansammlungen von neutrophilen
Granulozyten hdufiger sind (Gruppe 2 Tag 6).

Beim Vergleich der Toluidinblau mit der Movat Pentachrom Féarbung zeigten sich bei der
Beurteilung der anabolen und katabolen Prozesse wie auch bei den zelluldren Parametern
vergleichbare Werte oder zumindest dhnliche Muster mit haufigerem Knochenmetabolismus
an Tag 6. Lediglich bei der Positivkontrolle am dritten Tag nach der OP zeigte sich zwischen
beiden Farbungen ein kontrares Muster mit der Tendenz zu héaufigerem Knochenaufbau bei

Toluidinblau wéhrend der Knochenmetabolismus mit der Movat Pentachrom Férbung
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ausbalanciert erschien. An Tag 6 bei der CpG-ODN vorbehandelten Gruppe zeigte sich
ebenfalls eine Differenz zwischen beiden Farbungen mit der hdufigerem Knochenaufbau in der
Movat Pentachrom Firbung wéhrend mit der Toluidinblau Férbung der Knochenabbau
tendenziell haufiger war. Alle fiinf Parameter waren in beiden Féarbungen gut zu beurteilen. Die
Ansammlungen von Granulozyten waren bei der Toluidinblau Fiarbung leichter zu beurteilen
als bei der Movat Pentachrom Férbung, bei welcher die Bakteriencluster leichter zu erkennen
waren. Ein positiver Zusammenhang zwischen der Haufigkeit von Bakterienclustern und
Ansammlungen neutrophiler Granulozyten im Markraum sowie Osteoklastenlakunen waren
mit beiden Fiarbungen zu erkennen. Zur Bestimmung der aktiven Osteoklasten wurde jedoch

eine spezialisierte Farbung (TRAP Enzymbhistochemie) benotigt.

4.3 TRAP Enzymhistochemie: eine prioperative, lokale Applikation von ODNs fiihrt zu

erhohten Osteoklastenzahlen am trabekuliren Knochen am dritten Tag nach der OP

Osteoklasten sind die phagozytotisch aktiven Zellen, die ma3geblich an einem gesteigerten
Knochenturnover und an der Beseitigung von Knochensequestern beteiligt sind. Viele
Osteoklasten konnen daher ein Zeichen filir einen gesteigerten oder gestorten
Knochenmetabolismus sowie ein Hinweis auf eine Verletzung des Knochens sein. TRAP-
positive Zellen waren an der Corticalis, an Sequestern, an Trabekeln, im Bereich der
Wachstumsfuge und frei im Markraum zu finden (Abbildungen 20 und 21). Mit der TRAP
Enzymhistochemie wurden Osteoklasten (mehrkernige TRAP-positive Zellen, an Knochen

anliegend) nachgewiesen.

In insgesamt elf Prdparaten (aus allen Gruppen) war die Wachstumsfuge nicht mit

angeschnitten.

Trabekel:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten alle Proben einen Wert
von ,,3% (,,viel aber lokal begrenzt*) beziiglich der Anzahl der TR AP-positiven Zellen an den
Trabekeln. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatte eine Probe einen Wert von ,,1° (,,wenig/lokal

begrenzt*), fiinf Proben hatten einen Wert von ,,2 (,,mittel/an einigen Stellen*) und drei Proben
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hatten einen Wert von ,,3“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten fiinf Proben einen Wert von ,,2*
und vier Proben hatten einen Wert von ,4“ (,viel im gesamten Préiparat). Bei der
Negativkontrolle (K) hatten zwei Proben einen Wert von ,,2 und eine Probe hatte einen Wert

von ,,3“.

Im Vergleich zur Negativkontrolle (6fter ein Wert von ,,2* als ,,3%) hatte Positivkontrolle hohere
Werte (nur ,,3%). Die negativ ODN Gruppe hatte vergleichbare Werte, wéhrend bei der CpG-
ODN Gruppe die Werte niedriger waren.

Am dritten Tag nach der OP hatten drei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,»2° und sechs Proben hatten einen Wert von ,,3* beziiglich der Anzahl der TRAP-positiven
Zellen an den Trabekeln. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten sechs Proben einen Wert von ,,2%,
zwei Proben einen Wert von ,,3° und eine Probe hatte einen Wert von ,,4%“. Bei Gruppe 3 (neg.
ODN) hatten drei Proben einen Wert von ,,2*, fiinf Proben einen Wert von ,,3 und eine Probe

hatte einen Wert von ,,4°. Alle Proben der Negativkontrolle hatten einen Wert von ,,3.

Im Vergleich zur Negativkontrolle (nur Wert ,,3°) hatte Positivkontrolle niedrigere Werte (,,2*
und ,,3*) wihrend bei der CpG-ODN und der negativ ODN Gruppe neben niedrigeren Werten

auch je eine Probe einen hoheren Wert von ,,4° hatte.

Beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten und Gruppen hatte die CpG-ODN Gruppe an Tag 4
am seltensten Osteoklasten an den Trabekeln. Drei Tage nach der OP zeigten sich bei negativ
ODN Gruppe am héufigsten Osteoklasten. Bei der CpG-ODN Gruppe zeigte sich an Tag 6 ein
uneinheitliches Muster mit den meisten Proben des Wertes ,,2° aber auch einer Probe mit dem
Wert ,,4“. Die Positivkontrolle an Tag 4 enthielt haufiger Osteoklasten an den Trabekeln als die
Negativkontrolle. Die Hiufigkeiten von Osteoklasten an den Trabekeln befinden sich bei der
Positivkontrolle an Tag 6 und der negativ ODN Gruppe an Tag 4 im Bereich der entsprechenden
Negativkontrollen (Abbildung 21A).

Corticalis:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten acht Proben einen
Wert von ,,3% (,,viel aber lokal begrenzt*) und eine Probe hatte einen Wert von ,,4% (,,viel im
gesamten Préiparat™) beziiglich der Anzahl der TRAP-positiven Zellen im Bereich der
Corticalis. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten zwei Proben einen Wert von ,,2* (,,mittel/an
einigen Stellen*) und sieben Proben einen Wert von ,,3%. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten sechs
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Proben einen Wert von ,2°“ und drei Proben einen Wert von ,,3“. Eine Probe der

Negativkontrolle (K) hatte einen Wert von ,,2° und zwei Proben hatten einen Wert von ,,3.

Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigte die CpG-ODN Gruppe ein dhnliches Verteilungs-
muster (mehr Proben mit dem Wert ,,3 als mit ,,2%. Bei der Positivkontrolle waren die Werte
hoher (,,3* und einmal ,,4*) wihrend bei negativ ODN Gruppe die Werte niedriger waren (6fter
2 als ,,3%).

Am dritten Tag nach der OP hatten fiinf Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
2 und vier Proben einen Wert von ,,3“ beziiglich der Anzahl der TRAP-positiven Zellen im
Bereich der Corticalis. In Gruppe 2 (500 ug CpG) hatten zwei Proben einen Wert von ,,1°
(,,wenig/lokal begrenzt®), fiinf Proben einen Wert von ,,2° und zwei Proben einen Wert von
»3. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten sieben Proben einen Wert von ,,2* und zwei Proben einen
Wert von ,,3%. Eine Probe der Negativkontrolle (K) hatte einen Wert von ,,2* und zwei Proben

hatten einen Wert von ,,3“.

Im Vergleich zur Negativkontrolle (mehr Proben mit dem Wert ,,3 als mit ,,2°) hatten alle
anderen Gruppen hédufiger niedrigere Werte (6fter ,,2 als ,,3%). Bei CpG-ODN Gruppe wurden
zwel Proben nur mit ,,1° bewertet und hatten damit am seltensten Osteoklasten am kortikalen

Knochen.

CpG-ODN Negativkontrolle
w ot . 7 30 ‘* :
f

Tag 4

Tag 6

Abbildung 20: Beispielbilder fiir TRAP-positive Zellen an Trabekeln und kortikalem Knochen
anliegend. TRAP-positive Zellen (rot), welche direkt am Knochen anliegen, wurden als
Osteoklasten gewertet und waren in allen Gruppen sowie zu beiden Zeitpunkten zu finden.
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Beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten und Gruppen hatte Positivkontrolle am ersten
postoperativen Tag am hdufigsten Osteoklasten am kortikalen Knochen und enthielt damit
haufiger Osteoklasten in diesem Bereich als die Negativkontrolle (Abbildung 21B). Die CpG-
ODN Gruppe am dritten Tag nach der OP erhielt auch im Vergleich zur Negativkontrolle die
niedrigsten Werte beziiglich der Osteoklastenhdufigkeit am kortikalen Knochen. Die
Negativkontrollen, die negativ ODN Gruppe zu beiden Zeitpunkten sowie die Positivkontrolle
an Tag 6 und die CpG-ODN Gruppe an Tag 4 zeigten mittlere Haufigkeiten von Osteoklasten

am kortikalen Knochen.

Wachstumsfuge:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten alle Proben einen Wert
von ,,4“ (,,viel im gesamten Prédparat®) beziiglich der Anzahl der TRAP-positiven Zellen im
Bereich der Wachstumsfuge. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten zwei Proben einen Wert von
»3 (,,viel aber lokal begrenzt™) und sechs Proben einen Wert von ,,4“. Bei Gruppe 3 (neg.
ODN) hatten drei Proben einen Wert von ,,3“ und vier Proben einen Wert von ,,4“. Alle Proben

der Negativkontrolle (K) hatten einen Wert von ,,4%.

Am dritten Tag nach der OP hatten zwei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert
von ,,3 und sechs Proben einen Wert von ,,4* beziiglich der Anzahl der TRAP-positiven Zellen
im Bereich der Wachstumsfuge. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten zwei Proben einen Wert von
,»3° und fiinf Proben einen Wert von ,,4*“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten drei Proben einen
Wert von ,,3“ und vier Proben einen Wert von ,,4“. Eine Probe der Negativkontrolle (K) hatte

einen Wert von ,,3° und zwei Proben hatten einen Wert von ,,4°.

Im Bereich der Wachstumsfuge zeigten sich bei allen Gruppen und zu beiden Zeitpunkten (Tag
4 und Tag 6) die groBBten Haufigkeiten von TRAP-positiven Zellen ohne Unterschiede bei den
Haufigkeiten im Vergleich zu den Negativkontrollen (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: Darstellung der TRAP-positiven Zellen am vitalen, mineralisierten Knochen.
(A+B) An den Trabekeln und der Corticalis fanden sich weniger hédufige Osteoklasten als (C)
TRAP-positive Zellen im Bereich der Wachstumsfuge. Von Tag 4 zu Tag 6 nimmt die
Osteoklastenhdiufigkeit (A) in der Positivkontrolle zu wdihrend sie bei den ODN Gruppen
abnimmt. (B) Die Osteoklastenhdufigkeit an der Corticalis nimmt in allen operierten Gruppen
von Tag 4 zu Tag 6 ab.

Frei im Markraum:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten zwei Proben einen
Wert von ,,0¢ (,,keine”) und sieben Proben einen Wert von ,,1¢ (,,wenig/lokal begrenzt®)
beziiglich der frei im Markraum vorhandenen TRAP-positiven Zellen. In Gruppe 2 (500 ug

CpQG) hatten zwei Proben einen Wert von ,,0%, sechs Proben einen Wert von ,,1* und eine Probe
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hatte einen Wert von ,,2* (,,mittel/an einigen Stellen*). Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten drei
Proben einen Wert von ,,0 und sechs Proben hatten einen Wert von ,,1“. Die Negativkontrolle

(K) hatte bei zwei Proben einen Wert von ,,0° und bei einer Probe einen Wert von ,,1%.

Im Vergleich zur Negativkontrolle fanden sich bei allen anderen Gruppen hédufiger TRAP-
positive Zellen frei im Markraum (Abbildung 22).

Am dritten Tag nach der OP hatte eine Probe der Positivkontrolle einen Wert von ,,0%, drei
Proben hatten einen Wert von ,,1* und fiinf Proben hatten einen Wert von ,,2* beziiglich der
frei im Markraum vorhandenen TRAP-positiven Zellen. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten zwei
Proben einen Wert von ,,1* und sieben Proben hatten einen Wert von ,,2*. Bei Gruppe 3 (neg.
ODN) hatten zwei Proben einen Wert von ,,1%, fiinf Proben einen Wert von ,,2° und zwei Proben
hatten einen Wert von ,,3 (,,viel aber lokal begrenzt). Die Negativkontrolle (K) hatte bei allen

Proben einen Wert von ,,1°.

Im Vergleich zur Negativkontrolle hatten alle drei Versuchsgruppen héufiger TRAP-positiven
Zellen frei im Markraum. Eine Probe der CpG-ODN Gruppe hatte einen geringeren Wert als
die Negativkontrolle.

Beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten und Gruppen hatten die Negativkontrollen, die
Positivkontrolle und die CpG-ODN Gruppe am ersten postoperativen Tag die geringsten
Haufigkeiten von TRAP-positiven Zellen frei im Markraum. Am hiufigsten waren frei im
Markraum vorkommende positive Zellen bei der negativ ODN Gruppe am dritten Tag nach der

OP zu finden (Abbildung 23A).

Sequester:

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatte eine Probe den Wert
,»0° (,,keine*), sieben Proben hatten einen Wert von ,, 1 (,,wenig/lokal begrenzt*) und eine
Probe hatte einen Wert von ,,2 (,,mittel/an einigen Stellen*) beziiglich der Anzahl an TRAP-
positiven Zellen an Knochensequestern. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten drei Proben einen
Wert von ,,0“, fiinf Proben einen Wert von ,,1° und eine Probe hatte einen Wert von ,,2°. Bei
Gruppe 3 (neg. ODN) hatten drei Proben einen Wert von ,,0%, fiinf Proben hatten einen Wert
von ,,1* und eine Probe hatte einen Wert von ,,2%. Alle Proben der Negativkontrolle hatten einen

Wert von ,,0%.
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Im Vergleich zur Negativkontrolle, bei der keine Osteoklasten an den Knochensequestern zu
finden waren, hatten alle vorbehandelten Gruppen haufiger Osteoklasten an den Sequestern
(Abbildung 22) und es zeigten sich identische Verteilungsmuster bei der
Osteoklastenhdufigkeit an Sequestern in der CpG-ODN und der negativ ODN Gruppe.

Am dritten Tag nach der OP hatte eine Probe der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,0, sieben Proben hatten einen Wert von ,,2* und eine Probe hatte einen Wert von ,,3 (,,viel
aber lokal begrenzt*) beziiglich der Anzahl an TRAP-positiven Zellen an Knochensequestern.
In Gruppe 2 (500 nug CpG) hatten sechs Proben einen Wert von ,,1“, zwei Proben einen Wert
von ,,2* und eine Probe hatte einen Wert von ,,3%“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatte je eine Probe
einen Wert von ,,0° beziehungsweise ,,1%, fiinf Proben hatten einen Wert von ,,2 und zwei
Proben hatten einen Wert von ,,3“. Zwei Proben der Negativkontrolle hatten einen Wert von

,,0° und eine Probe hatte einen Wert von ,,1°.

Im Vergleich zur Negativkontrolle hatten alle vorbehandelten Gruppen mit Werten von ,,2*
beziehungsweise ,,3“ hiufiger Osteoklasten an Knochensequestern. Am Héufigsten waren die
Osteoklasten bei Gruppe 3 (neg. ODN), gefolgt von Gruppe 1 (Positivkontrolle) und Gruppe 2
(CpG-ODN).

Positivkontrolle

Negativkontrolle
S PR S NI q-."-‘-.,'."

QY B
* A0 %

Tag 4

Tag 6

Abbildung 22: Beispielbilder fiir TRAP-positive Zellen an Sequestern und frei im Markraum.
TRAP-positive Zellen (rot), welche direkt am Knochensequestern anliegen, wurden als
Osteoklasten gewertet und waren, ebenso wie frei im Markraum vorkommende TRAP-positive
Zellen, in allen Gruppen sowie zu beiden Zeitpunkten zu finden.
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Beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten und zwischen den Gruppen waren am ersten
postoperativen Tag prinzipiell seltener Osteoklasten an Sequestern zu finden als drei Tage nach
der OP. Nach den Negativkontrollen enthielten die vorbehandelten Gruppen an Tag 4 hdufiger
Osteoklasten. Am ersten postoperativen Tag waren bei der Positivkontrolle hdufig Osteoklasten
als bei den ODN Gruppen zu finden. An Tag 6 waren in der CpG-ODN Gruppe weniger hiufig
Osteoklasten an den Sequestern zu finden als in der Positivkontrolle. Die negativ ODN Gruppe
enthielt an Tag 6 und auch insgesamt am haufigsten Osteoklasten an den Sequestern (Abbildung

23B).

A 10 frei im Markraum B 10 Sequester

Anzahl der TRAP-positiven Zellen
(4]
1
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M 3 = viel, lokal begrenzt K = Negativkontrolle
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Abbildung 23: Darstellung der TRAP-positiven Zellen im Markraum. An Tag 6 waren (A) frei
im Markraum und (B) an den Sequestern im Markraum héiufiger TRAP-positive Zellen zu finden
als an Tag 4. TRAP-positive Zellen waren im Markraum und an den Sequestern zu beiden
Zeitpunkten hdufiger als in den Negativkontrollen.

Im Bereich der Wachstumsfuge waren die TRAP-positiven Zellen bei allen Gruppen am
haufigsten zu finden (Abbildung 21C). An den Trabekeln und dem kortikalen Knochen war bei
allen Gruppen und zu beiden Zeitpunkten die Menge an positiven Zellen groBler als an den
Sequestern oder frei im Markraum. Gruppen mit mittel bis vielen TRAP-positiven Zellen an
Knochensequestern enthielten tendenziell auch mehr positive Zellen frei im Markraum

(Abbildungen 21 und 23). Mit der Toluidinblau und der Movat Pentachrom Féarbung waren
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Zunahmen in der Héufigkeit des Knochenabbaus vom frithen zum spéten Zeitpunkt in den
vorbehandelten und operierten Gruppen zu erkennen (Abbildungen 12A und 17A). Frei im
Markraum und an den Sequestern war dieser Effekt auch beider H&ufigkeit von TRAP-
positiven Zellen zu beobachten (Abbildung 23 A und B). Allerdings nahm die Osteoklasten-
hiufigkeit am kortikalen Knochen bei allen vorbehandelten und operierten Knochen vom
frithen zum spiteren Zeitpunkt ab (Abbildung 21B). An den Trabekeln zeigte sich eine
Zunahme der Osteoklastenhdufigkeit bei den ODN vorbehandelten Gruppen wihrend in der
Positivkontrolle die Osteoklastenhdufigkeit vom frithen zum spdteren Zeitpunkt abnimmt

(Abbildung 21A).

Gruppen (ODN Vorbehandlung und Euthanasie an Tag 6), welche in der Toluidinblau und der
Movat Pentachrom Fiarbung hohe Werte und Héufigkeiten erreichten, zeigten auch héaufiger
Osteoklasten am trabekuldren Knochen, an Knochensequestern und TRAP-positive Zellen frei
im Markraum. Am kortikalen Knochen zeigte sich jedoch ein kontrdres Bild, da hier die
Haufigkeit der Osteoklasten von Tag 4 zu Tag 6 abnahm. Dies deutete auf einen stirkeren

Einfluss der Behandlung im Bereich der Trabekel hin.

4.4 Gram-Fiarbung: Bakterien verbleiben nicht am Ort ihrer Applikation sondern

kontaminieren den Markraum

Die intraoperative Kontamination mit S. aureus erfolgte lokal im Bereich des Gelenkknorpels
der proximalen Tibia und simulierte eine infizierte meta-/epiphysire Frakturversorgung mittels
intramedulldarem Nagel. Mit der Gram-Farbung konnten nicht nur Cluster sondern auch
einzelne Gram-positive S. aureus in den histologischen Pridparaten nachgewiesen werden. S.
aureus Cluster und einzeln liegende Bakterien konnten im Bereich der knorpeligen
Knochenanteile (Wachstumsfuge und Gelenkknorpel) und/oder im Markraum nachgewiesen
werden (Abbildungen 24 und 25). Die initial gesetzte bakterielle Infektion blieb nicht lokal

begrenzt sondern breitete sich iiber den Markraum aus.

Bei insgesamt neun Proben aus allen Gruppen waren die knorpeligen Anteile im Préparat nicht

mit angeschnitten und konnten daher nicht beurteilt werden.
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Knorpel (Cluster):

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten zwei Proben einen
Wert von ,,0“ (,,keine*), eine Probe hatte einen Wert von ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt*), drei
Proben hatten einen Wert von ,,2* (,,mittel/an einigen Stellen) und je eine Probe hatte einen
Wert von ,,3“ (,,viel aber lokal begrenzt®) beziechungsweise ,,4 (,,viel im gesamten Préparat®)
beziiglich der Anzahl der Bakterien-Cluster im Bereich der Wachstumsfuge und des
Gelenkknorpels. In Gruppe 2 (500 pug CpG) hatten sechs Probeneinen Wert von ,,0 und je eine
Probe hatte einen Wert von ,,2 beziehungsweise ,,3“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten zwei
Proben einen Wert von ,,0%, weitere zwei Proben einen Wert von ,,1* und je eine Probe hatte
einen Wert von ,,2%, ,,3* beziehungsweise ,,4““. Die Negativkontrolle war bei allen Proben mit

einem Wert von ,,0“ frei von Bakterien.

Im Vergleich zur Negativkontrolle, welche frei von Bakterien war, enthielt die Positiv-kontrolle
(Gruppe 1) am héufigsten Bakteriencluster im Bereich der knorpeligen Knochenanteile. Die
Gruppe 3 (neg. ODN) war vergleichbar hiufig mit Bakterienclustern belastet, wéhrend in
Gruppe 2 (CpG-ODN) seltener Bakteriencluster zu finden waren.

Am dritten Tag nach der OP hatten drei Proben der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,0%, vier Proben hatten einen Wert von ,,1 und eine Probe hatte einen Wert von ,,4* beziiglich
der Anzahl der Bakterien-Cluster im Bereich der Wachstumsfuge und des Gelenkknorpels. In
Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten sechs Proben einen Wert von ,,0 und drei Proben hatten einen
Wert von ,,1“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten fiinf Proben einen Wert von ,,0“ und je eine
Probe hatte einen Wert von ,,1* beziehungsweise ,,2“. Die Negativkontrolle war bei allen

Proben mit einem Wert von ,,0 frei von Bakterien.

Im Vergleich zur unbelasteten Negativkontrolle war die negativ ODN Gruppe am seltensten
mit Bakterienclustern belastet. In der CpG-ODN Gruppe waren maximal ,,wenig"
Bakteriencluster in den Proben wihrend bei der Positivkontrolle eine Probe sogar einen Wert

von ,,4 erhielt.

Beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten und den Gruppen zeigten ausgenommen der
Negativkontrollen die Proben der vorbehandelten Gruppen an Tag 6 eine geringere Haufigkeit
von Bakterienclustern als an Tag 4. Die wenigsten Cluster waren bei den Gruppen 3 (Tag 6)
und Gruppe 2 (Tag4) zu finden. Mit zunehmender Haufigkeit von Bakterienclustern im Knorpel
folgten die CpG-ODN Gruppe (Tag 6) dann die Positivkontrolle (Tag 4) und die negativ ODN
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Gruppe ebenfalls an Tag 4. Am hidufigsten war die Positivkontrolle an Tag 4 belastet
(Abbildung 26A).

Knorpel (einzeln):

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten zwei Proben den Wert
,»0 (,,keine*), drei Proben hatten einen Wert von ,,1 (,,wenig/lokalbegrenzt*) und je eine Probe
hatte einen Wert von ,,2“ (,,mittel/an einigen Stellen*), ,,3* (,,viel aber lokal begrenzt*)
beziehungsweise ,,4“ (,,viel im gesamten Préparat™) beziiglich der Anzahl der einzeln im
Bereich der Wachstumsfuge und des Gelenkknorpels vorliegenden Bakterien. In Gruppe 2 (500
ng CpG) hatten flinf Proben einen Wert von ,,0“ und je eine Probe hatte einen Wert von ,,1%,
2 beziehungsweise ,,3“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten drei Proben einen Wert von ,,1°,
zwei Proben hatten einen Wert von ,,2 und je eine Probe hatte einen Wert von ,,3
beziehungsweise ,,4“. Die Negativkontrolle hatte bei zwei Proben einen Wert von ,,0° und eine

Probe hatte einen Wert von ,,1.

Im Vergleich zur Negativkontrolle, die auller bei einer Probe (mit einem Wert von ,,1%)
unbelastet war, zeigten alle vorbehandelten und operierten Proben héufiger einzelnen S. aureus
im Bereich der Knorpel. Die Proben aus der CpG-ODN Gruppe (Gruppe 2) enthielten im
Vergleich weniger hdufig Bakterien als die Positivkontrolle und die negativ ODN Gruppe

(Gruppe 3), welche am ersten postoperativen Tag am haufigsten Bakterien enthielt.

Am dritten Tag nach der OP hatte eine Probe der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,0, sechs Proben hatten einen Wert von ,,1* und eine Probe hatte einen Wert von ,,4* beziiglich
der Anzahl der einzeln im Bereich der Wachstumsfuge und des Gelenkknorpels vorliegenden
Bakterien. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten zwei Proben einen Wert von ,,0° und fiinf Proben
hatten einen Wert von ,,1“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten flinf Proben einen Wert von ,,0%
und je eine Probe hatte einen Wert von ,,1* beziechungsweise ,,2*“. Die Negativkontrolle war bei

allen Proben mit einem Wert von ,,0° frei von Bakterien.

Im Vergleich zur unbelasteten Negativkontrolle enthielten alle Versuchsgruppen héufiger
einzeln liegende Bakterien. An Tag 6 hatte die Positivkontrolle die hdufigste Keimbelastung,

gefolgt von der CpG-ODN Gruppe und der negativ ODN Gruppe.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und den Zeitpunkten war die Bakterien im Bereich der

Knorpel am hdufigsten bei der negativ ODN Gruppe und bei der Positivkontrolle an Tag 4 zu
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finden. Die Positivkontrolle war an Tag 6 ebenfalls hdufiger mit Bakterien belastet (eine Probe
erreichte den Maximalwert ,,4“). Am seltensten waren einzelnen Bakterien neben den
Negativkontrollen (Tag 6 und Tag 4) bei der negativ ODN Gruppe an Tag 6 gefolgt von der
CpG-ODN Gruppe an Tag 6 und der CpG-ODN Gruppe an Tag 4 zu finden (Abbildung 26B).

Positivkontrolle neg. ODN

> -
i % e -l %

L)

neg. Kontrolle

Tag 4

Tag 6

Abbildung 24: Beispielbilder fiir den Bakteriennachweis mittels Gram-Féirbung. Bakterien sind
als blau-schwarze Punkte zu erkennen und mit Pfeilen markiert. Alle Bilder zeigen Ausschnitte
der Wachstumsfuge. Im Bereich der Wachstumsfuge und der Gelenkknorpel (nicht abgebildet)
waren Bakterien in allen vorbehandelten Gruppen sowie zu beiden Zeitpunkten zu erkennen.

Markraum (Cluster):

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatte eine Probe einen Wert
von ,,0 (,,keine*), drei Proben hatten einen Wert von ,,1* (,,wenig/lokal begrenzt*), vier Proben
hatten einen Wert von ,,2 (,,mittel/an einigen Stellen*) und eine Probe hatte einen Wert von
»3 (,,viel aber lokal begrenzt®) beziiglich der Anzahl der Bakteriencluster im Markraum. In
Gruppe 2 (500 pg CpG) hatte je eine Probe einen Wert von ,,0° beziechungsweise ,,1%, zwei
Proben hatten einen Wert von ,,2%, vier Proben hatten einen Wert von ,,3“ und eine Probe hatte
einen Wert von ,,4“ (,,viel im gesamten Priparat®). Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten zwei
Proben einen Wert von ,,1%, weiter zweil Proben hatten einen Wert von ,,2° und fiinf Proben
hatten einen Wert von ,,3““. Die Negativkontrolle war bei allen Proben mit einem Wert von ,,0*

frei von Bakterien.
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Im Vergleich zur unbelasteten Negativkontrolle enthielten alle anderen Gruppen Bakterien-
cluster im Markraum. Die Positivkontrolle enthielt von den vorbehandelten Gruppen am
seltensten Bakterienclustern im Markraum wihrend die CpG-ODN und die negativ ODN

Gruppe vergleichbar hiufig belastet waren.

Am dritten Tag nach der OP hatten bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) zwei Proben einen Wert
von ,,2%, sechs Proben hatten einen Wert von ,,3“ und eine Probe hatte einen Wert von ,,4“
beziiglich der Anzahl der Bakterien-Cluster im Markraum. In Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten
vier Proben einen Wert von ,,3° und fiinf Proben hatten einen Wert von ,,4“. Bei Gruppe 3 (neg.
ODN) hatte eine Probe den Wert ,,2*, siecben Proben hatten einen Wert von ,,3* und eine Probe
hatte einen Wert von ,,4. Die Negativkontrolle war bei allen Proben mit einem Wert von ,,0*

frei von Bakterien.

Im Vergleich zur Negativkontrolle, welche keine Bakteriencluster im Markraum enthielt, waren
alle Proben der vorbehandelten Gruppen mit Bakterien belastet. Die hiufigste Belastung mit
Clustern von Bakterien war bei der CpG-ODN Gruppe (gefolgt von der negativ ODN Gruppe

und der Positivkontrolle) zu finden.

Beim Vergleich zwischen den Gruppen und den Zeitpunkten waren nur die Negativkontrollen
zu beiden Zeitpunkten und je eine Probe aus der Positivkontrolle und der CpG-ODN Gruppe
(am ersten Tag nach der OP) frei von Bakterienclustern im Markraum (Abbildung 25). Die
Haufigkeit von Bakterienclustern war einen Tag nach der OP geringer als drei Tage nach der
OP. Die Positivkontrolle zeigte die geringste bakterielle Belastung wihrend die ODN Gruppen
an Tag 4 hiufiger belastet waren aber untereinander vergleichbare Werte hatten. Die Haufigkeit
von Bakterienclustern nahm iiber die Positivkontrolle (Tag 6) zur negativ ODN Gruppe (Tag
6) zu und die Gruppe mit den hdufigsten Bakterienclustern im Markraum war CpG-ODN
Gruppe an Tag 6 (Abbildung 26C).

Markraum (einzeln):

Bei der Positivkontrolle (Gruppe 1) am ersten postoperativen Tag hatten zwei Proben einen
Wert von ,,1¢ (,,wenig/lokal begrenzt*), weitere zwei Proben hatten einen Wert von ,,2°
(,,mittel/an einigen Stellen), vier Proben hatten einen Wert von ,,3* (,,viel aber lokal begrenzt*)
und eine Probe hatte einen Wert von ,,4 (,,viel im gesamten Priparat®) beziiglich der Anzahl
der einzeln im Markraum vorliegenden Bakterien. In Gruppe 2 (500 ug CpG) hatten zwei

Proben einen Wert von ,,1“, eine Probe hatte einen Wert von ,,2*, fiinf Proben hatten einen Wert
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von,,3*“ und eine Probe hatte einen Wert von ,,4*. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatten zwei Proben
einen Wert von ,,2%, vier Proben hatten einen Wert von ,,3° und drei Proben hatten einen Wert

von ,,4. Die Negativkontrolle war bei allen Proben mit einem Wert von ,,0 frei von Bakterien.

Im Vergleich zur Negativkontrolle waren alle Proben am ersten postoperativen Tag mit einzeln
im Markraum liegenden Bakterien belastet (Abbildung 25). Die Positivkontrolle war hierbei
noch am seltensten belastet und negativ ODN Gruppe enthielt die am hiufigsten einzeln

liegende Bakterien im Markraum.

Am dritten Tag nach der OP hatte eine Probe der Positivkontrolle (Gruppe 1) einen Wert von
,,2%, sechs Proben hatten einen Wert von ,,3“ und zwei Proben hatten einen Wert von ,,4“. In
Gruppe 2 (500 pg CpG) hatten vier Proben einen Wert von ,,3* und fiinf Proben hatten einen
Wert von ,,4“. Bei Gruppe 3 (neg. ODN) hatte eine Probe einen Wert von ,,2%, fiinf Proben
hatten einen Wert von ,,3* und drei Proben hatten einen Wert von ,,4*“. Die Negativkontrolle

war bei allen Proben mit einem Wert von ,,0° frei von Bakterien.

Im Vergleich zu den Proben aus den Versuchsgruppen war nur die Negativkontrolle nicht mit
einzelnen Bakterien im Markraum belastet (Abbildung 25). Am haufigsten waren Bakterien in
der CpG-ODN Gruppe zu finden. Die ODN vorbehandelten Gruppen 2 waren vergleichbar
hiufig mit Bakterien belastet, wobei deren Haufigkeit in der CpG-ODN Gruppe etwas geringer

war.

Positivkontrolle CpG-ODN neg. ODN neg. Kontrolle

+T

Abbildung 25: Beispielbilder fiir den Bakteriennachweis mittels Gram-Firbung im Markraum.
Bakterien sind als blau-schwarze Punkte zu erkennen und mit Pfeilen markiert. Bakterien waren
im Markraum bei allen vorbehandelten Gruppen sowie zu beiden Zeitpunkten zu erkennen.
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Beim Vergleich zwischen den Gruppen und Zeitpunkten war bei der CpG-ODN Gruppe an Tag
6 einzeln im Markraum liegenden Bakterien am héufigsten zu finden. Die Belastung mit
Bakterien ist bei Gruppe 3 (neg. ODN) an Tag 6 geringer als an Tag 4. Eine weitere Abnahme
der bakteriellen Haufigkeit ist bei der Positivkontrolle an Tag 6 zu erkennen. An Tag 4 waren
die Positivkontrollen weniger hdufig mit Bakterien belastet als an Tag 6. Am seltensten waren
einzelnen Bakterien im Markraum war bei Gruppe 2 (CpG-ODN) an Tag 4 zu finden, wéihrend
sich in den Negativkontrollen keine Bakterien im Markraum zeigten (Abbildung 26D).

Im Bereich des Gelenkknorpels und der Wachstumsfuge waren prinzipiell seltener Cluster und
einzeln liegende Bakterien zu erkennen als im Markraum. Die Bakterien waren im Bereich der
Gelenkknorpel und der Wachstumsfuge bei den vorbehandelten Gruppen an Tag 4 hiufiger als
an Tag 6 widhrend im Markraum die Bakterienhdufigkeit an Tag 6 hoher ist als an Tag 4
(Abbildung 26). Dies deutete auf eine Etablierung der Infektion im Markraum. Bei der
Haufigkeitsverteilung der Bakterien auf die Gruppen und Zeitpunkte, zeigten sich vergleichbare
Haufigkeiten pro Gruppe und Zeitpunkt zwischen einzeln liegenden und als Cluster

vorkommenden Bakterien sowohl im Markraum wie auch im Bereich der Knorpel.

Beim Vergleich der Haufigkeiten von Bakterienclustern welche mit der Gram-Féarbung pro
Gruppe und Zeitpunkt nachgewiesen werden konnten und der Haufigkeiten von Bakterien, die
mit der Movat Pentachrom oder der Toluidinblau Fiarbung gefunden wurden, zeigten sich
Ubereinstimmungen bei den Gruppen mit einer hiufigeren bakteriellen Belastung der
vorbehandelten Gruppen an Tag 6. Die Gesamthidufigkeit von Bakterien pro Gruppe und Tag

war bei der Gram-Férbung erhoht, da hier auch die einzeln liegenden Bakterien erkannt wurden.

68



Ergebnisse

A 10 Knorpel (Cluster) c 10 Markraum (Cluster)
o o
8- o
7 7
£ 6 £ 6
4 R
c 57 c 57
< <
4 4
3 .
2 2
1 1
0- 0-
< © -4 © -4 ©o < © -4 ©o -4 © -4 © -4 ©
al oI oI nI nI nI OI oI oI oI Q[ QI nI nI oI oI
T B & @ ¢ ¢ ¥ x T T §f ¢ ¢ ¢ x x
O 0 6 6 0 O 6 6 6 06 6 O
B o Knorpel (einzeln) D o Markraum (einzeln) H 0 = keine
o o E 1 = wenig, lokal begrenzt
. . O 2 = mittel/an einigen Stellen
- 7_ M 3 = viel, lokal begrenzt
= & = o M 4 = viel im gesamten Praparat
4 ?
& 5 & 5 Grl = Positivkontrolle
4 4 Gr2 =500 pg CpG-ODN
3 3 Gr3 =500 pg negativ ODN
2 2 K = Negativkontrolle
1 1 D4 =Tag 4
o- o D6 =Tag 6
-4 ©o < ©o -4 © < ©o -4 ©o < © -4 © -4 ©o
QI oI ol ol °I oI ol QI QI oI ol QI °I °I oI ol
T £ & ¢ ¢ ¢ x¥x x T T §f @ ¢ ¢ x x
6 6 0 0 & O 6 6 6 6 & O

Abbildung 26: Darstellung der als Cluster oder einzeln vorkommenden Bakterien nach Arealen.
(C+D) Im Markraum konnten hdufiger Bakterien als (A+B) im Bereich der Knorpel
nachgewiesen werden. (B+D) Die Hiufigkeiten von einzeln liegenden Bakterien war
gleichwertig bis leicht erhoht gegeniiber (A+C) dem Vorkommen von Bakterienclustern. Bei
allen vorbehandelten und operierten Gruppen kommen Bakterien an Tag 6 im Markraum
hiéiufiger vor als an Tag 4.

4.5 Verteilung der Hiufigkeiten auf die Schnittqualitit: Die Bewertung ist unabhiangig

von der Schnittqualitit

Die Tibiae dieses Versuches wurden nach der Euthanasie und Explantation ldngs gespalten.
Dadurch konnten parallel zu den histologischen auch mikrobiologische Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Allerdings ergab sich daraus auch folgendes Problem: nicht alle Tibiae
konnten perfekt halbiert werden und es gab unterschiedlich grof3e Tibiafragmente. Daher wurde
im Anschluss an die Einbettung und Schnittherstellung auch die Qualitét der Schnitte nach

folgenden Kriterien beurteilt.
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Bei Schnitten einer sehr guten Qualitit waren proximal die Wachstumsfuge und das Kniegelenk
zu erkennen, der Markraum war mit Knochenmark gefiillt und von kortikalem Knochen
eingerahmt. Schnitte mit einer guten Qualitét lieBen ebenfalls die proximale Gelenksflache und
die Wachstumsfuge erkennen, der kortikale Knochen war jedoch nicht auf beiden Seiten
komplett angeschnitten und der Markraum war nicht vollstdndig mit Knochenmark gefiillt. Als
mittlerer Qualitdt wurden Schnitte mit Fragmenten bewertet, die noch teilweise die proximale
Gelenksfliche und Wachstumsfuge erkennen lieBen. Der Markraum war teilweise mit
Knochenmark gefiillt und der kortikale Knochen war zumindest einseitig zu erkennen. Schnitte
schlechter Qualitdt lieBen keine Wachstumsfuge und keine Gelenksfldche erkennen und

enthielten hauptsachlich kortikalen Knochen mit nur wenig Knochenmark im Markraum.

Die Anzahl an sehr guten (17 Stiick), guten (19 Stiick) und der Schnitte mittlerer Qualitét (17
bzw. 18 Stiick) war auf einem vergleichbaren Niveau. Schnitte mit schlechter Qualitit (6 Stiick)
waren die Ausnahme. Bei dem Vergleich der Bewertung beziiglich eines Parameters zeigten

sich unabhéngig von der Schnittqualitit vergleichbare Verteilungsmuster (Abbildung 27).

Knochenaufbau:

Beziiglich des Knochenaufbaus hatten bei sehr guter Schnittqualitdt acht Proben einen Wert
von ,,2“ und neun Proben einen Wert von ,,3*. Bei guter Schnittqualitét hatten 10 Proben einen
Wert von ,,2 und neun Proben einen Wert von ,,3*“. Eine Probe hatte den Wert ,,1°, sechs Proben
hatten einen Wert von ,,2° und zehn Proben hatten einen Wert von ,,3“ bei einer mittleren
Schnittqualitét. Bei schlechter Schnittqualitét hatten vier Proben einen Wert von ,,2* und zwei

Proben hatten einen Wert von ,,3* (Abbildung 27A).

Knochenabbau:

Beziiglich des Knochenabbaus hatten bei sehr guter Schnittqualitéit acht Proben einen Wert von
,»2°“und neun Proben einen Wert von ,,3*“. Bei guter Schnittqualitit hatten 10 Proben einen Wert
von ,,2° und neun Proben einen Wert von ,,3*“. Eine Probe hatte den Wert ,,1%, fiinf Proben
hatten einen Wert von ,,2° und elf Proben hatten einen Wert von“3“ bei einer mittleren
Schnittqualitét. Bei schlechter Schnittqualitét hatten vier Proben einen Wert von ,,2* und zwei

Proben hatten einen Wert von ,,3“ (Abbildung 27B).
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Granulozyten:

Beziiglich der Anwesenheit von Granulozyten im Priparat hatte bei sehr guter Schnittqualitét
eine Probe den Wert ,,0“, zwei Proben hatten einen Wert von ,,1%, fiinf Proben hatten einen
Wert von ,,2* und neun Proben hatten einen Wert von ,,3“. Bei guter Schnittqualitét hatten drei
Proben einen Wert von ,,1%, fiinf Proben hatten einen Wert von ,,2%, zehn Proben hatten einen
Wert von ,,3 und eine Probe hatte den Wert ,,4“. Eine Probe hatte den Wert ,,0, fiinf Proben
hatten einen Wert von ,,1°, sieben Proben hatten einen Wert von ,,2 und fiinf Proben hatten
einen Wert von ,,3“ bei mittlerer Schnittqualitét. Bei schlechter Schnittqualitét hatte eine Probe
den Wert ,,1°, zwei Proben hatten einen Wert von ,,2° und drei Proben hatten einen Wert von

.3 (Abbildung 27D).

Bakterien:

Beziiglich des Vorkommens von Bakterien(-Clustern) im Priparat hatten bei sehr guter
Schnittqualitét drei Proben einen Wert von ,,0“, eine Probe hatte den Wert ,,2%, sieben Proben
hatten einen Wert von ,,3“ und sechs Proben hatten einen Wert von ,,4“. Bei guter
Schnittqualitét hatte eine Probe den Wert ,,1, sechs Proben hatten einen Wert von ,,2%, acht
Proben hatten einen Wert von ,,3“ und vier Proben hatten einen Wert von ,,4. Vier Proben
hatten einen Wert von ,,0“, sechs einen Wert von ,,2, sieben einen Wert von ,,3“ und eine Probe
hatte den Wert ,,4 bei mittlerer Schnittqualitdt. Bei schlechter Schnittqualitdt hatten zwei
Proben einen Wert von ,,2, drei Proben hatten einen Wert von ,,3“ und eine Probe hatte den

Wert ,,4“ (Abbildung 27E).

Hiamatom:

Beziiglich der Prisenz eines Hamatoms im Préiparat hatten bei sehr guter Schnittqualitit drei
Proben einen Wert von ,,2, zehn Proben einen Wert von ,,3* und vier Proben einen Wert von
4. Bei guter Schnittqualitdt hatten zwei Proben einen Wert von ,,2%, zw0lf Proben einen Wert
von ,,3“ und vier Proben einen Wert von ,,4“. Eine Probe hatte den Wert ,,0“, drei Proben hatten
einen Wert von ,,2°, zehn Proben hatten einen Wert von ,,3* und vier Proben hatten einen Wert
von ,,4“ bei mittlerer Schnittqualitit. Bei schlechter Schnittqualitit hatten jeweils zwei Proben

einen Wert von ,,2%, ,.3“ beziehungsweise ,,4“ (Abbildung 27C).
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Bei keinem der bewerteten Parameter (Knochenaufbau, Knochenabbau, Hématom,
Ansammlungen von Granulozyten und Bakterien) zeigten sich die guten oder sehr guten

Schnitte besser oder schlechter bewertet als die Schnitte von mittlerer oder schlechter Qualitét.
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Abbildung 27: Darstellung der Bewertungskriterien in Bezug zur Schnittqualitiit. Es besteht kein
Zusammenhang zwischen der Schnittqualitit und der semi-quantitativen Bewertung der
einzelnen Parameter. Die Bandbreite der Bewertung ist von sehr guter bis schlechter
Schnittqualitit vergleichbar. Daher konnten auch Tibiae, welche bei der Prdparation nicht
optimal geteilt wurden, in die Auswertung eingeschlossen werden.
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4.6 Scoring: Die Operation mit Infektion lost eine akute Osteomyelitis aus

Akute Osteomyelitis:

Die Kombinationen aus der Toluidinblau mit der Gram-Féarbung und der Movat Pentachrom
mit der Gram-Féarbung ermdglichte die Beurteilung wie haufig neutrophile Granulozyten,
Hamatome und Bakterien in den einzelnen Proben vorkamen und erh6hte bei der Toluidinblau
Féarbung die Sensitivitdt des Scorings. Bakterien und neutrophile Granulozyten waren in allen
Proben der operierten und infizierten Proben zu finden und sind charakteristisch fiir eine friihe
Entziindung. Da Hamatome ein Bestandteil der frithen Immunreaktion sind, wurden sie in die
Bewertung mit eingeschlossen. Beziiglich der Bakterien, Himatome und Granulozyten musste
der Score bei zwei dieser drei Kriterien iiber denen der Negativkontrollen liegen, um beziiglich
einer frithen akuten Osteomyelitis positiv gewertet zu werden. In der CpG ODN vorbehandelten
Gruppe an Tag 6 waren alle Proben Osteomyelitis-positiv wéhrend an Tag 4 nur 8 Proben
positiv waren. In den Positivkontrollen waren an Tag 4 mit Movat Pentachrom alle Proben und
bei Toluidinblau in Kombination mit der Gram-Féarbung 8 Proben Osteomyelitis-positiv. Bei
den mit negativ ODN vorbehandelten Tieren waren alle Proben an Tag 6 Osteomyelitis-positiv,
wihrend an Tag 4 mit Movat Pentachrom 5 Proben und mit Toluidinblau 7 Proben als positiv

bewertet wurden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: In allen Gruppen und zu beiden Zeitpunkten entwickelten mindestens 50 % der
Tiere eine akute Osteomyelitis. Die Kombination der Toluidin Blau mit der Gram-Firbung
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erhoht die Sensitivitiit des Scorings. Gegeniiberstellung der Fiirbungen (einzeln oder kombiniert)
und der Anzahl der als positiv gewerteten Proben (nach Gruppen und Zeitpunkten).

Potentiell chronische Osteomyvelitis:

Besteht eine Osteomyelitis iiber einen ldngeren Zeitraum, kommt es am Ende der akuten Phase
zu einem pathologischen Knochenmetabolismus. Dieser fiihrt dann in der chronischen Phase
zur Lyse von Knochensubstanz und zur Ausbildung von Knochenldsionen. Daher wurden beim
Osteomyelitis-Scoring der Knochenautbau und der Knochenabbau schon in den
Standardfarbungen mit bewertet. Hierbei zeigte sich, ob der Knochenmetabolismus innerhalb
einer Probe ausbalanciert war. Mit der TRAP-Enzymhistochemie konnten aktive Osteoklasten
nachgewiesen und durch die Negativkontrollen konnte ein Normwert festgesetzt werden. Ein
nicht ausbalancierter Knochenmetabolismus (in den Standardfirbungen) und ein
Osteoklastenscore (TRAP-Enzymhistochemie) oberhalb des Normalwertes wurden als Zeichen
einer etablierten Osteomyelitis gewertet, die das Potential zur Chronifizierung hatte. Mit der
Toluidinblau Farbung zeigten je eine Probe der Positivkontrolle und der negativ ODN Gruppe
an Tag 4 einen nicht ausbalancierten Knochenmetabolismus. An Tag 6 war der
Knochenmetabolismus in je einer Probe der CpG-ODN und der negativ. ODN nicht
ausbalanciert, wihrend dies bei drei Proben der Positivkontrolle der Fall war. Mit der Movat
Pentachrom Farbung war in der Positivkontrolle an Tag 4 ein ausbalancierter
Knochenmetabolismus erkennbar, wéihrend in der CpG-ODN Gruppe eine Probe und in der
negativ ODN Gruppe zwei Proben einen nicht ausbalancierten Knochenmetabolismus zeigten.
An Tag 6 zeigten je zwei Proben der Positivkontrolle und der CpG-ODN Gruppe sowie eine
Probe aus der negativ ODN Gruppe einen nicht ausbalancierten Knochenstoffwechsel.
Osteoklastenhdufigkeiten oberhalb der Normalwerte waren an Tag 4 nur in je zwei Proben aus
der Positivkontrolle und der CpG-ODN Gruppe sowie in einer Probe aus der negativ ODN
Gruppe zu finden. An Tag 6 waren bei je acht Proben der Positivkontrolle und der CpG-ODN
Gruppe sowie bei sieben Proben der negativ ODN Gruppe die Osteoklastenhdufigkeit oberhalb
der Normalwerte und kdnnen daher als Osteomyelitis-positiv mit dem Potential zur chronischen

Osteomyelitis gewertet werden (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Die Kombination aus Standardfirbungen und TRAP-Enzymhistochemie kann
das Potential zur Chronifizierung einer Osteomyelitis aufzeigen. An Tag 6 sind in allen Gruppen
mehr aktive Osteoklasten zu finden. Hdiufigere katabole Prozesse sind ein Zeichen fiir eine
beginnende Knochenlyse, welche fiir eine chronische Osteomyelitis charakteristisch ist.
Gegeniiberstellung der Firbungen (einzeln oder kombiniert) und der Anzahl der als positiv
gewerteten Proben (nach Gruppen und Zeitpunkten).

4.7 Histomorphometrie: mehr knorpelige Anteile und weniger ossifizierter sowie nicht-

mineralisierter Knochen nach prioperativer lokaler Behandlung

Die histomorphometrische Auswertung erfolgte beziiglich der drei Parameter ,,Total Ossified
Tissue* (TOT; ossifizierter Knochen), ,,Total Cartilage Tissue* (TCT; Knorpel) und ,,nicht-
mineralisiert™ als prozentuale Angabe bezogen auf die Gesamtfldche des Priparates. Erhohte
Anteile von knorpeligen Knochenarealen zusammen mit einer Abnahme an ossifizierten
Knochen konnte als Hinweis auf eine verringerte Knochenqualitdt gewertet werden (Abbildung
30). Eine Abnahme an nicht-mineralisiertem Knochen spiegelte weniger Osteoid und damit

weniger Knochenneubildung wider.
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ossifizierter Knochen:

Der prozentuale Anteil von TOT war in der Negativkontrolle am dritten Tag nach der OP mit
67,83 % signifikant (p = 0,009) hoher als in Gruppe 1 (Positivkontrolle) an Tag drei nach der
OP (47,45 %) und war gegeniiber Gruppe 3 (neg. ODN) zum gleichen Zeitpunkt (52,93 %)
ebenfalls erhoht (p = 0,05). Die Negativkontrolle am dritten Tag nach der OP zeigte im
Vergleich zu Gruppe 3 (500 pg CpG; 46,36 %) tendenziell erhohte Werte (67,83 %; p=0,064).
Gruppeninterne Unterschiede zwischen den Zeitpunkten oder Unterschiede zwischen den

behandelten Gruppen zeigten sich nicht (Abbildung 30A).

knorpelige Knochenanteile:

Der prozentuale Anteil an TCT war bei der Negativkontrolle an Tag drei nach der OP mit 30,18
% signifikant (p = 0,009) niedriger als in Gruppe 1 (Positivkontrolle; 51,29 %) und Gruppe 2
(500 pg CpG) mit 52,55 % zum gleichen Zeitpunkt (p = 0,036). Gegeniiber der Gruppe 3 (neg.
ODN; 45,81 %) zeigte die Negativkontrolle an Tag drei nach OP einen ebenfalls tendenziell
verringerten Wert (p = 0,063). Gruppeninterne Unterschiede zwischen den Zeitpunkten oder
Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen zeigten sich nicht (Abbildung 30B).

nicht-mineralisierter Knochen:

Der prozentuale Anteil an nicht-mineralisierter Knochenmatrix unterschied sich sowohl
zwischen den Gruppen wie auch gruppenintern zwischen den Zeitpunkten. Die Positivkontrolle
zeigte am ersten postoperativen Tag mit 0,54 % signifikant (p = 0,021) niedrigere Werte als am
dritten Tag nach der OP (1,25 %). Auch bei der Negativkontrolle schien sich ein Unterschied
zwischen dem frithen (0,49 %) und dem spdten Zeitpunkt (1,99 %) erkennen zu lassen mit
niedrigeren Werten am ersten postoperativen Tag, der sich statistisch jedoch nicht beweisen
lieBB (p < 0,1). Die Negativkontrolle an Tag drei nach der OP erweckte den Eindruck mit 1,99
% tendenziell hohere Werte im Vergleich zur Positivkontrolle (Gruppe 1) mit 1,25 % und zu
Gruppe 2 (500 pg CpG) mit 1,08 % zu haben, was statistische jedoch ebenfalls nicht belegbar
war (p <0,1). Gruppe 3 (neg. ODN) mit 1,16 % zeigte tendenziell erhohte Werte (p = 0,068)
am ersten postoperativen Tag gegeniiber der Positivkontrolle (Gruppe 1) mit 0,54 %

(Abbildung 30C).
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An Tag 4 zeigten sich weder beim ossifizierten noch beim knorpeligen oder nicht-
mineralisierten Knochenanteil Unterschiede zwischen den Gruppen. Daher war die
Knochenqualitit an Tag 4 durch die Vorbehandlung und die Operation mit Infektion noch nicht
beeinflusst. An Tag 6 waren Einfliisse der Vorbehandlung und der Operation mit Infektion auf
die Knochenqualitit erkennbar. Im Vergleich zu der Negativkontrolle war der Anteil an
ossifiziertem und nicht-mineralisierten Knochen in den vorbehandelten und operierten Gruppen
verringert und der knorpelige Knochenanteil war in diesen Gruppen im Vergleich zur
Negativkontrolle erhéht. Die Knochenqualitit war in den vorbehandelten und operierten

Gruppen also verringert und es wurde weniger neuer Knochen gebildet.
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Abbildung 30: Einfluss der Vorbehandlung und Operation auf die Knochenqualitiit. (A) Die
Vorbehandlung reduziert den TOT-Anteil (ossifizierter Knochen) an Tag 6, wihrend (B) der
Anteil an TCT (knorpelige Knochenanteile) im Vergleich zur Negativkontrolle erhéht ist. (C)
Der nicht-mineralisierte Anteil ist an Tag 4 in der Positivkontrolle niedriger als in der negativ
ODN Gruppe wiihrend er an Tag 6 in der Negativkontrolle hoher ist als in der Positivkontrolle
und der CpG-ODN Gruppe.

An Tag 6 war der Anteil an ossifiziertem und nicht-mineralisiertem Knochen bei den
vorbehandelten und operierten Gruppen im Vergleich zur Negativkontrolle verringert, wihrend
der knorpelige Anteil im Knochen in den vorbehandelten und operierten Gruppen erhoht war.
Die Héufigkeit der Osteoklasten nahm am kortikalen Knochen bei allen vorbehandelten und
operierten Gruppen zu diesem Zeitpunkt ab. Die Abnahme von mineralisiertem Knochen bei
einer verringerten Osteoklastenhdufigkeit lie sich mit einer erhdhten Osteoklastenaktivitét
erkldren. An den Trabekeln verringerte sich die Haufigkeit der Osteoklasten an Tag 6 nur bei

der Positivkontrolle, wiahrend deren Haufigkeit in der CpG-ODN und der negativ ODN Gruppe
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zunahm. Dies deutete eine Osteoklasten stimulierende Wirkung der applizierten ODNSs an. Die
Kombination der Ergebnisse aus der Histomorphometrie mit den Haufigkeitsverteilung der
semi-quantitativen Auswertung lieBen auf eine negative Beeinflussung der Knochenqualitét

und -Quantitit durch die Vorbehandlung und die Operation mit Infektion schlie3en.

4.8 Rasterelektronenmikroskopie: keine Unterschiede bei der bakteriellen Belastung auf

den Implantaten

Bakterien konnten auf allen untersuchten Implantaten gefunden werden. Hierbei zeigte sich die
Verteilung der Bakterien uneinheitlich auf den Implantaten und unabhéngig von der Vor-
behandlung (PBS, CpG-ODN oder neg. ODN). Die Bakterien waren bei allen Gruppen
hauptsichlich als lose oder dichte Ansammlungen auf den Marknigeln zu finden. Biofilme,
welche von S. aureus gebildet werden konnen, wurden auf den Markndgeln nicht gefunden.
Rein deskriptiv bewertet, waren alle Implantate in einem vergleichbaren Mall mit Bakterien

belastet (Abbildung 31).

R P .

Abbildung 31: REM-Abbildung der am Marknagel anheftenden Bakterien. (A+B)
Positivkontrolle, (C+D) Vorbehandlung mit 500 ug CpG und (E+F) Vorbehandlung mit negativ
ODN. Alle Proben zeigten einen vergleichbaren bakteriellen Besat; mit einer inhomogenen
Verteilung der Bakterien auf den Implantaten.
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Diese inhomogene Verteilung der Bakterien auf den Implantaten spiegelte sich auch in einer
inhomogenen Verteilung der Bakterien im Markraum (bei der Auswertung der Toluidinblau,

Movat Pentachrom und der Gram-Férbung) wider.

4.9 Mikrobiologie: die Keimzahlen auf den Implantaten zeigen starke Schwankungen

innerhalb der Gruppen

Die mikrobiologische Untersuchung der Markndgel und die Keimzahlbestimmung im
Markraum erfolgten durch Dr. Walid Mohamed (Institut fiir Mikrobiologie, JLU-Gieflen) in
Form von Ausrolltests auf Standardagarplatten. Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden

die Kolonien zur Keimzahlbestimmung auf den Implantaten ausgezéhlt.

Am ersten postoperativen Tag war die hochste Keimbelastung in der negativ ODN Gruppe mit
2 x 10° CFUs auf dem Implantat zu finden. Der zweithdchste Wert von 1,5 x 10 CFUs wurde
in der Positivkontrolle erreicht. Die niedrigsten Werte wurden auf Implantaten der
Positivkontrolle und der CpG-ODN Gruppe erreicht. Werte zwischen 0,5 und 0,7 x 10% CFUs
wurden auf Implantaten aller drei Gruppen gefunden. Die Keimbelastung [CFU/Implantat]
schwankte innerhalb der Gruppen. Tendenziell war einen Tag nach der OP/Infektion die
Keimbelastung in der CpG-ODN Gruppe geringer als in den anderen Gruppen (Abbildung
32A).

Drei Tage nach der OP war die héchste Keimbelastung mit 4 x 10 CFUs auf dem Implantat in
der Positivkontrolle zu finden. Der zweithdchste Wert mit 2 x 10° CFUs wurde in der CpG-
ODN Gruppe gefunden. Zu diesem Zeitpunkt zeigten beide ODN vorbehandelten Gruppen

tendenziell eine verringerte Keimbelastung gegentiber der Positivkontrolle (Abbildung 32B).

Zu beiden Zeitpunkten zeigten sich gruppenintern grole Schwankungen bei der Keim-
belastung auf den Implantaten. Die maximale Belastung war an Tag 6 doppelt so hoch wie an

Tag 4.
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Abbildung 32: Individuelle Keimbelastung auf den Implantaten einen oder drei Tage nach der
OP/Infektion. (A) In der Positivkontrolle und der negativ ODN Gruppe waren die Keimbelastung
auf den Implantaten an Tag 4 tendenziell hoher als in der CpG-ODN Gruppe. (B) An Tag 6
waren die hochsten Keimbelastungen bei der Positivkontrolle und bei der CpG-ODN Gruppe zu
finden. (CFU = koloniebildende Einheiten; OM = Ohrmarke/individuelle Tiernummer)

Bei der mikrobiologischen Keimzahlbestimmung auf den Implantaten zeigten sich innerhalb
der Gruppen deutliche Schwankungen. In der Histologie zeigte sich bei allen drei Farbungen,
welche sich zur Bestimmung der Bakterienhdufigkeit eigneten, ebenfalls starke Varianzen
innerhalb der Gruppen (Abbildungen 14B, 19B und 26C+D). Die hohere Keimbelastung auf
den Implantaten an Tag 6, welche sich in der mikrobiologischen Untersuchung im Vergleich
zu Tag 4 zeigte, war auch in der Histologie (Toluidinblau, Movat Pentachrom und Gram-
Féarbung) bei der Haufigkeit der Bakterien im Markraum zu erkennen. Die histologische
Haufigkeitsbestimmung der Bakterien zeigte daher iibereinstimmende Ergebnisse mit der

Keimzahlbestimmung aus der Mikrobiologie.

80



Diskussion

5. Diskussion

Die Diagnose einer Osteomyelitis gestaltet sich bisweilen sehr schwierig, da je nach
Krankheitsverlauf die radiologischen Untersuchungen unauffillig und die mikrobiologische
Diagnostik negativ sein kann. In dieser Studie wird daher ein verbessertes ,,Scoring*-System
fiir die Diagnose einer Osteomyelitis vorgestellt. Hierbei erfolgt die Beurteilung rein
histologisch und basierend auf den pathologischen Verdnderungen, welche fiir eine akute
Osteomyelitis charakteristisch sind. Die Besonderheit dieses ,,Scoring®-Systems besteht in der
frithen Detektion einer potentiell chronischen Osteomyelitis wéhrend der akuten Phase. Durch
die Analyse der mineralisierten und nicht-mineralisierten Knochenanteile bietet sich in dieser
Studie ein Ansatz zum Verstindnis der Zusammenhidnge zwischen zelluldren und
Knochenmatrix-Verdnderungen bei einer Osteomyelitis. Dabei liegt ein Fokus auf dem
Zusammenhang zwischen dem mineralisierten Knochen und dem Hamatom (spéter auch dem
Granulationsgewebe), welches in Folge der mechanischen Verletzungen bei der Marknagel-

implantation und der Infektion gebildet wird.

5.1 Priklinische Tiermodelle konnen humane Osteomyelitiden begrenzt abbilden

Grundlagenforschung zur Pathogenese von Osteomyelitiden sowie Untersuchungen zu
neuartigen Therapieansédtzen oder prophylaktischen Behandlungen zur Vermeidung einer
Osteomyelitis konnen leider nur an in vivo Tiermodellen durchgefiihrt werden. Solche
préiklinischen Untersuchungen sind gesetzlich fiir die Entwicklung neuer Therapieansitze
vorgeschrieben. Hierbei sind nach den Tierschutzgesetzten und den ethischen Anspriichen die
,niedrigste Tierart zu wéihlen und der Versuch so zu planen, dass die Belastung fiir die Tiere
im Versuch dem 3-R Prinzip folgt und moglichst gering ist. Kaninchen und Ratten sind fiir
Versuche zur Atiologie oder Therapie von Osteomyelitiden die mit Abstand am hiufigsten
verwendeten Tierarten [98]. Daher ist das verwendete Rattenmodell der Implantat-assoziierten
Osteomyelitis mit einem intramedulldren Implantat und einer Infektion mit S. aureus ein bereits
etabliertes und akzeptiertes préklinisches Modell [37; 44; 70-71], an dem die Wirkung

préoperativ applizierter Oligodesoxynukleotide untersucht werden konnte.

In den priklinischen Tiermodellen erfolgt die Diagnose einer Osteomyelitis makroskopisch
[100; 115], klinisch (radiologisch und Serumparameter), mikrobiologisch und histologisch
[98]. Bei Studien mit histologischen Analysen von Knochenproben werden immunologische

Reaktionen, das Auftreten von Bakterien und Sequestern, sowie Knochen- und
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Weichgewebeverdnderungen evaluiert [55; 92; 127]. Das in dieser Arbeit vorgestellte
»Scoring“-System beruht ebenfalls hauptséchlich auf histologischen Analysen, die von den
mikrobiologischen Untersuchungen gestiitzt werden, da keine klinischen Parameter
(Radiologie, Serumanalyse) durchgefiihrt wurden. Im Vergleich zu vorangegangenen Arbeiten
mir histologischem ,,Scoring*“ [55; 92; 127] ermdglicht die Evaluierung der polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten, Bakterien, Himatomen und einer ausbalancierten beziechungsweise
nicht ausbalancierten Knochenumbaurate eine frilhe Osteomyelitis (mit Potential zur
chronischen Osteomyelitis) zu erkennen. Im Gegensatz zu préklinischen Modellen ist eine
histologische Diagnose einer Osteomyelitis im klinischen Bereich unwahrscheinlich, da dort
radiologische und mikrobiologische Untersuchungen sowie die Patientenanamnese im
Vordergrund stehen. Dennoch wurde das in dieser Arbeit vorgestellt ,,Scoring*-System bewusst
einfach gehalten so, dass es auf andere Tiermodelle beziechungsweise Versuchsreihen

iibertragen werden konnte.

5.2 Eine frithe Osteomyelitis kann rein histologisch nachgewiesen werden

Eine friihe, akute Osteomyelitis ist durch entziindliche Prozesse im Knochenmark gekenn-
zeichnet und entsteht innerhalb von zwei Wochen nach einer bakteriellen Infektion. Bleibt die
akute Entziindung im Knochen unbehandelt, kann sich eine chronische Osteomyelitis
entwickeln. Bei chronischen Verlaufsformen weitet sich die Entziindung auf den
mineralisierten Knochen und das umliegende Weichgewebe aus. Als Symptome kommen die
Zerstorung des Knochens (verminderter Knochenqualitdt und —Masse) mit Sequester- und
Abszessbildung hinzu. Bei der Analyse der Knochenproben wurden die wichtigsten Parameter
einer beginnenden bakteriellen Osteomyelitis (Infiltration von neutrophilen Granulozyten und
die Anwesenheit von Bakterien), die Héaufigkeit des Hdmatoms im Markraum und die
Knochenqualitidt sowie der Knochenmetabolismus, welcher bei chronischen Verlaufsformen
gestort ist, beurteilt. Hierbei konnte eine frithe akute Osteomyelitis mit der Kombination von
histologischen Methoden nachgewiesen werden. Die in der klinischen Osteomyelitis-
diagnostik wichtige Mikrobiologie wurde parallel durchgefiihrt, bestitigte die histologischen
Bewertungen und belegte eine bestehende Infektion mit S. aureus. Allerdings lieferte sie keine
zusitzlichen Erkenntnisse, so dass in dieser Versuchsreihe eine akute Osteomyelitis sogar mit

rein histologischen Methoden diagnostiziert werden konnte. Daher ist in pra-klinischen
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Modellen die Histologie parallel zur Mikrobiologie eine geeignete Methode, um ein

Ubergreifen einer Infektion auf den Knochen und damit eine Osteomyelitis zu bestitigen.

5.3 Das Potential zur Chronifizierung ist bereits in der akuten Phase einer Osteomyelitis

erkennbar

Anzeichen einer akuten Osteomyelitis waren bereits bei der Bewertung der Standard-farbungen
in Proben aus jeder operierten Versuchsgruppe zu finden. Die Kombination der
Standardfarbungen mit einem spezifischen, histologischen Bakteriennachweis konnte die
Sensitivitét fiir die Erkennung einer frithen akuten Osteomyelitis verbessern (Abbildung 28).
Fiir eine positive Bewertung beziiglich einer Osteomyelitis mussten zwei der drei zelluldren
Kriterien (neutrophile Granulozyten, Bakterien und Himatom) oberhalb der ,,Scores* aus den
Negativkontrollen liegen. Die Granulozytenhdufigkeit wurde auch schon in anderen
Bewertungssystemen fiir eine aktive Osteomyelitis verwendet, ebenso wie die Unterteilung in
»keine®, | wenig®, , mittel” und ,,schwer” [13; 119; 127]. Eine Festlegung von Normalwerten
anhand von Negativkontrollen erfolgte bei diesen Systemen allerdings nicht, da sie auf Biopsien
von Patienten beruhen [13; 39; 79; 90; 119]. Im Gegensatz zu einer aktuellen Studie {iber
infizierte Knieersatzimplantate in der Ratte [119] waren in der hier vorgestellten Versuchsreihe
nicht alle unbehandelten Proben im ,,Scoring* unauffallig. Daher wurden die Hochstwerte der
einzelnen Kriterien in den unbehandelten Kontrollen als Mindestwerte bei den behandelten
Proben angenommen. Dieser musste iiberschritten werden, um als fiir eine Osteomyelitis
positives Ereignis gewertet zu werden. Im untersuchten Rattenmodell zeigten sich bei der
histologischen Auswertung jedoch unterschiedliche lokale Ausprigungen der Kategorie
»schwer®, welche in den bekannten Bewertungssystemen nicht beriicksichtigt werden. Deshalb
wurde hier der Begriff ,,schwer* durch ,,viel* ersetzt und durch eine Angabe zur Lokalisation
,lokal begrenzt* oder ,,im gesamten Priparat™ ergénzt. Diese lokale Komponente zeigte sich
auch bei der Bakterienhdufigkeit, welche zwar in der Klinik iiber die mikrobiologische
Keimart- und Keimzahlbestimmung zur Diagnose einer Osteomyelitis verwendet wird, aber in
den histologischen Bewertungen weitestgehend unberiicksichtigt bleibt [2; 26; 54; 72; 127].
Die Anwesenheit eines Himatoms wurde bisher bei der Diagnose einer akuten Osteomyelitis
nicht beriicksichtigt. Da Hédmatome jedoch die Heilung und den Knochenmetabolismus

beeinflussen konnen [47; 89; 126], kann der Einschluss dieses Kriteriums in die histologische
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Osteomyelitisdiagnose vorteilhaft fiir die diagnostische Sensitivitdt bei einer frithen akuten

Osteomyelitis sein.

Die Sensitivitit der Beurteilung konnte auch dadurch erhoht werden, dass das eingefiihrte
Punktesystem, welches einen Punt fiir jeden Score oberhalb des Normalwertes der
Negativkontrolle vorsieht, eine Addition der einzelnen histologischen Kriterien ermdglicht.
Hierdurch lieBen sich ein nicht ausbalancierter Knochenmetabolismus aus den Standard-
fairbungen und die Osteoklastenhdufigkeit aus der Enzymhistochemie mit der schon
diagnostizierten akuten Osteomyelitis kombinieren. Eine Verdnderung des Knochen-
metabolismus oder der Osteoklastenhdufigkeit zusammen mit den Anzeichen einer akuten
Osteomyelitis wurden als Hinweis auf ein Ubergreifen der Infektion auf den mineralisierten
Knochen gewertet. Ein Ubergreifen einer Infektion vom umgebenden Weichgewebe oder aus
dem Markraum auf den mineralisierten Knochen kann zu einer chronischen Osteomyelitis
fiihren, welche unter anderem durch Knochenlésionen charakterisiert ist. Schon drei Tage nach
der Operation mit Infektion gab es Proben, die sowohl eine akute Osteomyelitis entwickelt
hatten wie auch héufiger Osteoklasten enthielten und damit potentiell einen chronischen
Verlauf der Osteomyelitis entwickeln kdnnten (Abbildung 29). Das in dieser Versuchsreihe
verwendete Scoring bietet einen grofen Fortschritt bei der Beurteilung einer frithen
Osteomyelitis, da schon drei Tage nach einer Infektion das Potential zur Entwicklung einer

chronischen Osteomyelitis erkannt werden konnte.

5.4 Eine priaoperative CpG-ODN Applikation kann das Immunsystem aktivieren aber

eine entstehende Osteomyelitis nicht verhindern

Nach einer Verletzung sind die Bildung eines Hématoms sowie die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems die initialen Schritte der Wundheilung [89] und 24 Stunden nach
einer Verletzung des Knochens erh6hen sich die anti-inflammatorischen Signale [111]. Daher
kann die Bildung eines Himatoms als ein kritischer Schritt bei der Heilung angesehen werden.
Wird im Zuge einer chirurgischen Frakturversorgung das initiale Himatom entfernt, kommt es
daher zu einer gestorten Heilung mit einer verzogerten Bildung von Geflechtknochen [126]. In
allen vorbehandelten und operierten Gruppen und zu beiden Zeitpunkten waren Himatome im
Markraum der Proben zu finden. Dies erkldrt sich durch das operative Einbringen des
Marknagels in den Tibiamarkraum, da hierbei Blutgefdle im Markraum verletz werden. Im

Versuch variiert die Menge an Himatom auch in den Negativkontrollen von ,.kein* bis ,,viel*
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und kann daher von der Entnahmeprozedur mit Langsspaltung der Tibiae verursacht worden
sein. Da Hématome in allen vorbehandelten und operierten Proben aber nicht in jeder
Negativkontrolle enthalten waren, sollte dieser Parameter bei der histologischen Bewertung
einer beginnenden Osteomyelitis beriicksichtigt werden. Obwohl sich im Versuch kein
Grenzwert fir die Héaufigkeit eines Hidmatoms in der Probe ermitteln lieB, ist sein
heilungsfordernder Aspekt gut belegt [89; 111; 126] Bei Verletzungen des Knochens dient das
entstandene Hdmatom nicht nur dem Anlocken von Immunzellen, sondern das Hadmatom zeigt
auch ein osteogenes Potential [47]. Das mit dem Hadmatom gebildete Fibrinnetzwerk dient der
Migration und Proliferation der osteogenen und chondrogenen Vorlduferzellen [14]. Die
Zunahme des Knochenaufbaus vom frithen zum spiten Zeitpunkt kann das osteogene Potential
des Himatoms widerspiegeln, da bei allen vorbehandelten und operierten Gruppen zum frithen

Zeitpunkt auch ,,viel Himatom im Markraum vorhanden war.

Nach einer Verletzung wandern zuerst die neutrophilen Granulozyten gefolgt von den
Makrophagen in das Himatom ein [4; 25] und dienen als Teil der angeborenen Immunitit der
Zerstorung von korperfremden Mikroorganismen. Die neutrophilen Granulozyten konnen eine
bakterielle Infektion nicht nur durch die Phagozytose von Bakterien bekdmpfen sondern durch
die Bildung extrazellulirer Fasernetzwerke (NETs) die Ausweitung einer bakteriellen Infektion
begrenzen [15]. Neutrophile Granulozyten waren in den unbehandelten Kontrollen ,,keine* oder
,wenig/lokal begrenzt™ zu finden und diese Haufigkeiten konnen daher als Sollwert fiir den
nicht pathologisch veridnderten Knochen angenommen werden. Bei den vorbehandelten,
operierten und infizierten Gruppen lagen nur 3 beziehungsweise 7 Proben (bei der Toluidinblau
bzw. Movat Pentachrom Féarbung) innerhalb dieses Sollwertes wihrend alle anderen Proben
haufiger (,,mittel* bis ,,viel und im gesamten Priparat) neutrophile Granulozyten enthielten.
Das vermehrte Auftreten von neutrophilen Granulozyten, welche korperfremde Molekiile und
Pathogene beseitigen, kann als friihe Reaktion des Immunsystems auf die Infektion mit S.
aureus gewertet werden [42; 107]. Diese Annahme konnte mit den histologischen Farbungen
(Toluidinblau, Movat Pentachrom und Gram-Farbung) bestétigt werden. Denn hier zeigte sich
kein einziges Préparat aus den vorbehandelten und operierten Gruppen gleichzeitig frei von
Bakterienclustern und Ansammlungen neutrophiler Granulozyten. Durch die Gram-Féarbung
wurde deutlich, dass aufler den Negativkontrollen jedes Préparat mit S. aureus infiziert war.
Histologisch sind diese beiden Parameter (Keimbelastung und Gewebeinfiltration mit

Leukozyten) charakteristisch fiir die Frithphase einer Infektion [13; 15] und konnen daher als
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zuverldssige Parameter fiir die histologische Identifizierung einer beginnenden oder akuten

Osteomyelitis verwendet werden [13; 17; 68; 127].

Obwohl bei allen vorbehandelten, operierten und infizierten Gruppen die Haufigkeit der
neutrophilen Granulozytenansammlungen von Tag 4 zu Tag 6 zunahm, zeigte sich auch eine
Zunahme der Bakterienhdufigkeit im Markraum {iber diesen Zeitraum. Einerseits ist es vom
Immunsystem zu erwarten, dass bei einer groferen Haufigkeit von Bakterien auch mehr
Immunzellen aktiviert werden um diese Infektion zu bekdmpfen [31]. Andererseits konnte
dieses gehdufte Auftreten neutrophiler Granulozyten auch ein Hinweis darauf sein, dass im
Versuch das Immunsystem der Ratten mit der initialen Menge an Bakterien von 10° CFU
iiberfordert war. In einem Kaninchenmodell zur Implantatinfektion war schon eine Menge von
50 Keimen ausreichend, um eine Infektion auszulésen [122] und in anderen Versuchen zu
Infektionen von Implantaten im Rattenmodell fiihrten initiale Keimzahlen von 10° CFU zu
einer verzogerten Heilung [114]. AuBerdem kann die Anwesenheit eines Implantates die
polymorphonukledren neutrophile Granulozyten lokal negativ beeinflussen und deren Fiahigkeit
Bakterien zu phagozytieren verringern [26]. Diese beiden Aspekte sprechen daher fiir eine
Uberforderung des Immunsystems bei der eingesetzten hohen initialen Keimbelastung. Kénnen
akute Infektionen nicht durch das Immunsystem und gegebenenfalls mit der Unterstiitzung
durch Antibiotika beseitigt werden, entwickeln sich chronische Verlaufsformen [18; 26; 86].
Da in allen Proben aus den vorbehandelten, operierten und infizierten Gruppen aktive
entziindliche Prozesse und damit eine beginnende akute Osteomyelitis sowie eine Zunahme der
Bakterienhdufigkeit vom frithen zum spéten Euthanasiezeitpunkt zu erkennen waren, wére eine
Chronifizierung der Osteomyelitis bei ldngerer Versuchsdauer (Standzeit der Tiere) zu
erwarten. Neben der potentiellen Chronifizierung der Osteomyelitis verschleiert die sehr hohe
initiale Keimbelastung wahrscheinlich das protektive Potential der prioperativen CpG-ODN
Applikation, so dass trotz einer Voraktivierung des Immunsystems am ersten Tag nach der OP
in allen Gruppen weniger Granulozyten und Bakterien zu finden sind als drei Tage nach der

OP.

CpG-ODN sind charakteristisch fiir bakterielle oder virale DNA und werden durch den Toll-
like Rezeptor 9 (TLR 9) als nicht korpereigen erkannt. Synthetische CpG-ODN koénnen die
Immunantwort auf Bakterien oder Viren in héheren Sdugetieren stimulieren [22; 59]. Im
Versuch war die Bakterienhdufigkeit im Markraum bei allen vorbehandelten, operierten und
infizierten Gruppen an Tag 6 verglichen mit Tag 4 erhoht. Am hiufigsten wurden Bakterien

sogar bei der CpG-ODN vorbehandelten Gruppe an Tag 6 gefunden. Dieses Ergebnis zeigte

86



Diskussion

sich in der Movat Pentachrom wie auch in der Gram-Féarbung und steht damit im Kontrast zur
Literatur, welche eine stimulierende Wirkung der CpG-ODNs auf das Immunsystem und eine
Reduzierung der Keimzahlen belegt [22; 59; 114; 130]. Mit der Toluidinblau Farbung liel3 sich
kein Zusammenhang zwischen der Art der Vorbehandlung (PBS, CpG-ODN oder negativ
ODN) und der Bakterienhdufigkeit im Markraum darstellen. Die protektive Wirkung
applizierter CpG-ODN auf die Haufigkeit von Bakterien im Markraum oder auf den
Implantaten konnte in diesem Versuch nicht bestitigt werden, da sich die maximale
Keimbelastung neben der Histologie auch bei den mikrobiologischen Ergebnissen in der CpG-

ODN Gruppe an Tag 6 zeigte.

In einer klinischen Studie (Phase-2) entwickelten mit CpG-ODN behandelte Patienten haufiger
Fieber und Hiamatome [130]. Im Versuch konnte bei keiner der mit ODN vorbehandelten
Gruppe ein vermehrtes Auftreten von Fieber nach der Vorbehandlung oder beim postoperativen
Scoring der Tiere festgestellt werden. Jedoch war bei allen vorbehandelten Gruppen zu beiden
Zeitpunkten das Hé&matom hdufiger vorhanden als in den Negativkontrollen. In
Ubereinstimmung damit zeigten sich Himatome in der Toluidinblau Firbung am hiufigsten an
Tag 6 in der CpG-ODN vorbehandelten Gruppe. Im Gegensatz dazu waren Himatome mit der
Movat Pentachrom Férbung am hiufigsten in der Positivkontrolle (PBS-Vorbehandlung)
ebenfalls an Tag 6 zu finden. Da Hamatome mit beiden Farbungen sehr hdufig zu beiden
Zeitpunkten und in allen operierten Gruppen zu finden waren, lasst dies darauf schlieen, dass
die Operationsprozedur (mit Eroffnung des Markraumes und Einbringen des Marknagels) einen
stiarkeren Einfluss auf die Entstehung eines Himatoms hat als die prdoperative Applikation von
CpG-ODN. Jedoch ist die Entstehung eines Himatoms kein wirklich negativer Aspekt, da das
Héamatom heilungsfordernde Eigenschaften hat [89; 126]. In Kombination mit dem (durch die
OP entstandenen) Himatom bewirkt die praoperative Behandlung eine lokale Stimulierung des
Immunsystems, da in allen vorbehandelten Gruppen héufiger Granulozyten zu finden waren als
in den kontralateralen Negativkontrollen. Dennoch zeigte sich kein Zusammenhang zwischen
der Art der Vorbehandlung (PBS, CpG-ODN oder negativ ODN) und der H&ufigkeit von
neutrophilen Granulozyten. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass TLR 9 nicht nur
korperfremde sondern auch korpereigene extrazellulire DNA erkennen, welche als Folge von
Verletzungen freigesetzt wird [56]. Daher konnten die Vorbehandlung (intramuskuldre
Injektion) und die damit einhergehende Verletzung des Gewebes als Stimulus den Effekt der
préoperativ applizierten CpG-Motive {liberlagern. Oder die Menge an intraoperativ applizierten

Bakterien war mit 10° CFU zu hoch gewihlt, um noch effektiv vom Immunsystem der Ratten

87



Diskussion

kontrolliert werden zu konnen, da alle Proben der Versuchsgruppen mit Bakterien im
Markraum belastet waren. Im Rattenmodell zur Implantat-assoziierten Osteomyelitis konnten
intraoperativ applizierte S. aureus schon in Konzentrationen von 10° CFU reproduzierbar eine
Osteomyelitis ausldsen und bei Konzentrationen iiber 10* CFU verursachten sie eine schwere

Osteomyelitis [119].

Unter physiologischen Bedingungen sind Knochenabbau und —Aufbau im Gleichgewicht und
nur unter pathologischen Bedingungen wie beispielsweise bei einer Osteomyelitis ist dieses
Gleichgewicht verschoben [94]. Proinflammatorische Zytokine oder bakterielle Bestandteile
(wie beispielsweise das S. aureus Protein A) konnen diese Balance ebenfalls storen [123].
Bakterien wie S. aureus konnen sowohl mit den Osteoblasten [118] als auch mit den
Osteoklasten [11] interagieren und dadurch den Knochenmetabolismus beeinflussen. Eine
Infektion mit S. aureus kann auch auf die Osteoblasten iibergreifen, deren Apoptose auslosen
und in Kombination mit einer gesteigerten Resorptionsrate durch Osteoklasten zu einem
vermehrten Knochenabbau fiithren [76]. Bei einer Infektion mit S. aureus kann also nicht nur
das Immunsystem sondern auch der Knochenabbau stimuliert werden. So zeigten alle
vorbehandelten, operierten und infizierten Gruppen ein hdufigeres Auftreten von Bakterien im
Markraum und hiufiger Osteoklasten an Sequestern sowie einen verringerten Anteil an

ossifiziertem Knochen.

Im Gegensatz zu den unbehandelten Kontrolltibiae waren Osteoklasten bei den
Positivkontrollen (nur mit PBS vorbehandelt) an Tag 4 im Bereich des kortikalen und
trabekuldren Knochens haufiger zu finden. In den ODN vorbehandelten Versuchsgruppen war
eine mit der Positivkontrolle vergleichbare Haufigkeit beim Auftreten von Osteoklasten zu
erwarten. Jedoch zeigten sich trotz vergleichbarer bakterieller Belastung in den ODN
vorbehandelten Gruppen an Tag 4 weniger hdufig Osteoklasten an den Trabekeln und dem
kortikalen Knochen als in der Positivkontrolle. Dies spricht fiir einen positiven Effekt der
Vorbehandlung mit ODNs auf den Knochenmetabolismus zum fritheren Zeitpunkt, da CpG-
ODNs die Aktivitdt von RANKL in Osteoklastenvorlauferzellen hemmen konnen [117].

CpG-ODNs konnen den Knochenmetabolismus auch direkt beeinflussen, weil sie die
Osteoklastogenese stimulieren [3] und die Osteoblastendifferenzierung hemmen kénnen [87].
Die Héaufigkeit von Osteoklasten nimmt am kortikalen Knochen bei allen Versuchsgruppen
vom frithen zum spiten Zeitpunkt ab. An den Trabekeln sind die Osteoklasten nur in der

Positivkontrolle weniger hdufig zu finden, wéhrend in der CpG-ODN und der mit negativ ODN
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vorbehandelten Gruppe deren Héufigkeit an Tag 6 zunimmt. Dies spricht fiir eine Osteoklasten
stimulierende Wirkung der pridoperativ applizierten CpG-ODNs zum spéteren Zeitpunkt, da
CpG-ODNs die Osteoklastogenese in RANKL vorstimulierten Zellen stark anregen [117].

Der Knochenumbau war in den vorbehandelten Gruppen im Vergleich zu den
Negativkontrollen an beiden Zeitpunkten erhoht. In der Histologie erscheinen die anabolen und
katabolen Prozesse im Knochen ausbalanciert, aber in der Histomorphometrie ist drei Tage
nach der OP und Infektion eine Abnahme an mineralisiertem Knochen zu erkennen (Abbildung
30A). Dies spricht fiir eine Abnahme der Knochenqualitit. Zusammen mit der Tatsache, dass
die ODN vorbehandelten Gruppen zu diesem Zeitpunkt die groite Menge an Osteoklasten an
den Trabekeln aufweisen, ldsst dies auf eine Beeinflussung des Knochenmetabolismus durch
die Infektion schlieBBen. Bei einer ldngeren Standzeit der Tiere wére mit der Entwicklung einer
chronischen Osteomyelitis zu rechnen, bei der es zur Lyse von Knochenarealen und dem

umliegenden Weichgewebe kédme [120].

In diesem Versuch zeigten im Vergleich zu den Negativkontrollen alle vorbehandelten Proben
Anzeichen einer frithen akuten Osteomyelitis (Ansammlungen von Bakterien und neutrophilen
Granulozyten im Markraum) und einen verdnderten Knochenmetabolismus drei Tage nach der
Operation mit Infektion. Anzeichen fiir eine chronische Osteomyelitis mit einer Ausweitung
der Infektion auf den kortikalen Knochen waren noch nicht zu finden und aufgrund der
gewihlten frithen Zeitpunkte (einen bzw. drei Tage nach OP und Infektion) auch nicht zu

erwarten.

5.5 Schlussfolgerung

In dieser Versuchsreihe konnte eine praoperative CpG ODN Applikation die Entstehung einer
akuten Osteomyelitis nicht verhindern. Die Kombination aus Operation mit intramedulldrem
Implantat und Infektion konnte am ersten postoperativen Tag in 8 von 9 Tieren und am dritten
postoperativen Tag in allen Tieren eine akute Osteomyelitis auslosen, welche durch das
histologische Scoring nachgewiesen werden konnte. Daher konnte sich dieses Tiermodell fiir
weiter praklinische Untersuchungen zur akuten Osteomyelitis eignen. Im Gegensatz zu einer
chronischen Osteomyelitis, welche klinisch durch eine Lyse von Knochen- und dem

umliegenden Weichgewebe mit Abszessbildung gekennzeichnet ist, kann eine beginnende
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Osteomyelitis nicht durch radiologische bildgebende Methoden diagnostisch bestitigt werden.
Besonders fiir eine frithe oder akute Osteomyelitis gibt es aktuell keine einheitliche Definition,
welche im klinischen Bereich Verwendung findet [17; 105]. Auch wenn eine Anwendung des
beschriebenen histologischen Scorings im klinischen Bereich eher unwahrscheinlich ist, denn
hierzu fehlen Behandlungsempfehlungen und die Entnahme von Biopsien ist meist medizinisch
nicht induziert, konnte eine Anwendbarkeit in der préklinischen Forschung vorstellbar sein.
Hier wire eine Anwendung bei Studien zu praventiven Therapeutika gegen die Entstehung
einer postoperativen Osteomyelitis denkbar, da sich mit dem beschriebenen Scoring schon nach

wenigen Tagen das Potential fiir eine Chronifizierung einer Osteomyelitis erkennen lésst.

Die CpG-ODNs konnten in dieser Versuchsreihe ihr immunstimulierendes Potential nicht
beweisen, da durch die Applikation von physiologischer Kochsalzlosung (in der
Positivkontrolle ) Zellen beschidigt, Nukleinsduren freigesetzt und dadurch das Immunsystem
aktiviert wurde. Aber dennoch wére eine pri- oder intraoperative Anwendung von CpG-ODN
bei immunsupprimierten Tiermodellen (und spéter auch in Patienten) in Kombination mit
beschichteten Implantaten denkbar. In einer solchen Kombination kénnte das Immunsystem
tiber die CpG-ODNs stimuliert werden, wéihrend die Implantatbeschichtung antibakteriell,

antiadhésiv fir Bakterien oder osteoinduktiv sein kOnnte.

Der Zusammenhang zwischen strukturellen Anderungen in der Knochenmatrix und den
zelluldren Komponenten bei einer frithen akuten Osteomyelitis konnte in dieser Versuchs-reihe
beginnend untersucht und ansatzweise belegt werden. Eingehendere Untersuchungen in diese
Richtung erscheinen aussichtsreich und kdnnten in einem angepassten Versuchsdesign genauer
untersucht werden. Es ist vorstellbar, dass sich auch auf der Zellebene regulatorische
Unterschiede bei der Regulation des Knochenstoffwechsels bei einer akuten Osteomyelitis
entdecken lassen. In Kombination mit dem hier vorgestellten angepassten ,,Scoring* wire dann
eine akute Osteomyelitis sowie deren Entwicklung zu einer chronischen Verlaufsform bereits
an intraoperativ entnommenen Knochenfragmenten aus der chirurgischen Erstversorgung
denkbar. Die Behandlung und Implantate konnten somit individuell angepasst werden bevor es

zu einem schweren chronischen Verlauf einer Osteomyelitis kommt.
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6. Zusammenfassung

Osteomyelitiden sind Entziindungen des Knochenmarks und damit schwer zu diagnostizieren.
Tritt eine Osteomyelitis in Kombination mit einem intramedulldren Implantat auf, ist sie
schwierig zu therapieren und hiufig muss dabei das Implantat entfernt und nach der Heilung
ersetzt werden. Daher stehen neue Therapiemethoden und Implantate im Fokus der Forschung
zu Implantat-assoziierten Infektionen. Ein vielversprechender Ansatz wurde in diesem Projekt
durch die praoperative Applikation von Cytosin-Phosphat-Guanosin Oligodesoxynukleotiden
(CpG-ODN) verfolgt. CpG-ODN sind unmethylierte DNA-Motive, welche eine
immunstimulierende Wirkung und dadurch einen protektiven Effekt gegeniiber bakteriellen

Infektionen haben konnen.

Ziel dieser Versuchsreihe war die Entwicklung eines neuen (histologischen) Scoring-Systems
zur Diagnose einer Osteomyelitis sowie histologische Untersuchungen zur Wirksamkeit von

praoperativ applizierten CpG-ODN gegen die Etablierung einer Infektion.

Eine priaoperative intramuskuldre Applikation von CpG-ODNs konnte im Rattenmodell dieser
Versuchsreihe eine Infektion nicht verhindern. In allen vorbehandelten Versuchsgruppen
konnte eine Operation mit intramedulldrem Tibia-Implantat und einer bakteriellen Infektion
von 10° CFU Anzeichen einer akuten Osteomyelitis (Gewebeinfiltration mit neutrophilen
Granulozyten und Bakterien) sowie einen verdnderten Knochenmetabolismus auslosen. Dieser
fiihrte drei Tage nach der Operation zu weniger mineralisiertem Knochen bei mehr knorpeligen
sowie nicht-mineralisierten Knochenanteilen in den Versuchsgruppen im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrollgruppe. Trotz einem hiufigeren Vorkommen von Osteoklasten im
Markraum der Versuchsgruppen konnte kein Ubergreifen der Infektion auf den kortikalen
Knochen nachgewiesen werden und damit zeigten sich keine Anzeichen einer chronischen
Osteomyelitis. Allerdings konnte eine zunehmende Haufigkeit der Bakterien und der
neutrophilen Granulozyten von ersten zum dritten postoperativen Tag beobachtet werden. Dies
belegt, dass trotz einer Voraktivierung das Immunsystem der Ratten die Infektion nicht
einddmmen konnte. Die zunehmende Bakterien- und Osteoklastenhdufigkeit im Markraum
zusammen mit einem nicht ausbalancierten Knochenmetabolismus in einigen Proben drei Tage
nach der Infektion war ein Hinweis auf eine potentielle Entwicklung zu einer chronischen
Osteomyelitis. Mit dem angewendeten histologischen Scoring-System konnte nicht nur eine
akute Osteomyelitis diagnostiziert werden, sondern es lieBen sich auch friih (drei Tag nach der
Operation) Anzeichen eines gestdrten Knochenumbaus erkennen und in Zusammenhang mit

einer potentiell chronischen Osteomyelitis bringen.
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7. Summary:

Osteomyelitis is inflammation of the bone marrow and therefore difficult to diagnose. If
osteomyelitis occurs in combination with an intramedullary implant, it is difficult to treat, and
mostly the implant needs to be removed and replaced after healing. Therefore, new therapeutic
methods and implants are the focus of current research on implant-associated infections. A
promising approach was followed in this project by the preoperative application of cytosine-
phosphate guanosine oligodeoxynucleotides (CpG-ODN). CpG ODNSs are non.-methylated
DNA motifs which may have an immunostimulating effect and thereby a protective effect
against bacterial infections.

The aim of this study was the development of a new histological scoring system for the
diagnosis of osteomyelitis as well as histological studies on the efficiency of preoperatively
applied CpG-ODN against the establishment of an infection.

Preoperative intramuscular administration of CpG ODNs did not prevent infection in the used
rat model. In all pretreated animals, the surgery with an intramedullary tibia implant and a
bacterial infection of 10° CFU originated signs of acute osteomyelitis (tissue infiltration with
neutrophilic granulocytes and bacteria) and altered bone metabolism. This resulted in less
mineralized bone three days after surgery with more cartilaginous and non-mineralized bone
fractions in the experimental groups compared to the untreated control group. Despite a more
frequent occurrence of osteoclasts in the medullary cavity of the experimental groups, no
infection spreading to the cortical bone could be detected and thus no signs of chronic
osteomyelitis were detected. However, an increasing frequency of the bacteria and the
neutrophilic granulocytes was observed from the first compared to the third postoperative day.
This demonstrates that despite a pre-activation, the immune system of the rats could not control
the infection. The increasing bacterial and osteoclastic frequency in the medullary cavity
combined with an unbalanced bone metabolism in some samples three days after infection
indicated a potential development to chronic osteomyelitis. The histological scoring system was
not only used to diagnose acute osteomyelitis, additionally early signs of disturbed bone
remodeling were identified three days after surgery and linked to potentially chronic

osteomyelitis.
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Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Natronlauge

Oligodesoxynukleotide (ODN) ohne die fiir Bakterien
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Anhang
Scoring Tabelle Toluidinblau Farbung

Toluidinblau Firbung
Gruppe Tag Immunzellen | Himatom | Bakterien | Knochenabbau | Knochenautbau
Positivkontrolle 1 2 4 2 2 2
Positivkontrolle 1 2 3 2 2 2
Positivkontrolle 1 2 4 3 2 2
Positivkontrolle 1 3 4 2 2 2
Positivkontrolle 1 - - - 2 2
Positivkontrolle 1 2 3 1 2 2
Positivkontrolle 1 1 2 0 3 2
Positivkontrolle 1 3 4 3 2 2
Positivkontrolle 1 3 4 3 2 2
Positivkontrolle 3 - - - 2 2
Positivkontrolle 3 3 3 1 3 3
Positivkontrolle 3 3 4 3 3 2
Positivkontrolle 3 3 4 4 3 2
Positivkontrolle 3 3 3 3 3 2
Positivkontrolle 3 3 3 3 2 2
Positivkontrolle 3 4 4 4 3 3
Positivkontrolle 3 3 3 3 3 3
Positivkontrolle 3 3 4 4 3 3
500pg CpG-ODN 1 1 2 1 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 3 2 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 4 2 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 3 3 2 2
500pg CpG-ODN 1 2 3 3 3 3
500pg CpG-ODN 1 3 4 3 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 3 3 2 2
500pg CpG-ODN 1 3 3 3 3 3
500pg CpG-ODN 1 3 4 3 2 2
500pg CpG-ODN 3 3 3 4 3 3
500pg CpG-ODN 3 2 4 2 3 3
500pg CpG-ODN 3 2 4 2 3 3
500pg CpG-ODN 3 4 4 4 3 3
500pg CpG-ODN 3 3 3 3 4 3
500pg CpG-ODN 3 2 4 3 3 3
500pg CpG-ODN 3 3 3 3 3 3
500pg CpG-ODN 3 3 3 2 3 3
500pg CpG-ODN 3 4 4 4 3 3
500pg neg. ODN 1 2 2 2 2 2
500pg neg. ODN 1 2 2 0 - -
500pg neg. ODN 1 1 1 0 1 1
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500pg neg. ODN 1 3 3 3 2 2
500pg neg. ODN 1 2 3 2 2 2
500pg neg. ODN 1 3 3 3 3 3
500ug neg. ODN 1 2 3 2 3 3
500pg neg. ODN 1 2 4 3 3 2
500pg neg. ODN 1 2 3 2 2 2
500pg neg. ODN 3 3 3 4 3 3
500pg neg. ODN 3 2 3 3 3 3
500pg neg. ODN 3 2 3 1 3 2
500pg neg. ODN 3 3 4 3 3 3
500ug neg. ODN 3 4 4 4 3 3
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
500pg neg. ODN 3 2 2 2 2 2
500pg neg. ODN 3 4 4 4 3 3
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
Negativkontrolle 1 - - - 2 2
Negativkontrolle 3 1 3 1 2 2
Negativkontrolle 1 0 1 0 1 1
Negativkontrolle 3 0 0 0 2 2
Negativkontrolle 1 0 1 0 2 2
Negativkontrolle 3 0 0 0 2 2
"0" = keine "3" = viel aber lokal begrenzt

"1" = wenig und lokal begrenzt
"2" = mittel / an einigen Stellen im Praparat

"4" = viel und im gesamten Priparat

nn
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Anhang

Scoring Tabelle Movat Pentachrom Firbung

Movat Pentachrom Firbung
Gruppe Tag Immunzellen | Himatom | Bakterien | Knochenabbau | Knochenaufbau
Positivkontrolle | 2 3 2 2 2
Positivkontrolle 1 2 3 2 2 2
Positivkontrolle 1 2 3 3 2 2
Positivkontrolle 1 3 4 3 2 2
Positivkontrolle 1 2 2 2 2 2
Positivkontrolle 1 3 3 1 2 2
Positivkontrolle 1 2 2 3 3 3
Positivkontrolle 1 3 3 4 2 2
Positivkontrolle 1 3 3 3 3 3
Positivkontrolle 3 1 2 2 2 2
Positivkontrolle 3 1 3 2 3 3
Positivkontrolle 3 2 3 3 2 2
Positivkontrolle 3 3 4 3 3 3
Positivkontrolle 3 2 3 2 3 3
Positivkontrolle 3 3 3 3 3 2
Positivkontrolle 3 3 4 3 3 3
Positivkontrolle 3 3 4 4 2 3
Positivkontrolle 3 3 4 3 3 3
500pg CpG-ODN 1 1 2 2 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 3 3 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 4 2 3 3
500pg CpG-ODN 1 2 3 3 2 2
500pg CpG-ODN 1 2 2 3 2 2
500pg CpG-ODN 1 3 4 3 3 2
500pg CpG-ODN 1 3 3 3 2 2
500pg CpG-ODN 1 3 3 3 3 3
500pg CpG-ODN 1 3 4 4 2 2
500pg CpG-ODN 3 3 3 4 2 3
500pg CpG-ODN 3 2 3 2 3 3
500pg CpG-ODN 3 3 4 4 3 3
500pg CpG-ODN 3 4 4 4 3 3
500pg CpG-ODN 3 3 3 4 3 3
500pg CpG-ODN 3 2 3 3 3 3
500pg CpG-ODN 3 3 3 4 2 3
500pg CpG-ODN 3 3 3 4 2 2
500pg CpG-ODN 3 3 3 4 3 3
500ug neg. ODN 1 3 3 3 2 3
500pg neg. ODN 1 1 4 0 - -
500pg neg. ODN 1 1 3 2 2 2
500pg neg. ODN 1 2 4 2 3 2
500pg neg. ODN 1 2 3 2 3 2
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500pg neg. ODN 1 3 3 4 3 3
500pg neg. ODN 1 1 2 2 2 2
500pg neg. ODN 1 1 3 2 3 3
500ug neg. ODN | 2 4 3 2 2
500pg neg. ODN 3 2 2 3 2 2
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
500pg neg. ODN 3 2 3 2 3 2
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
500pg neg. ODN 3 3 4 4 3 3
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
500ug neg. ODN 3 2 2 3 2 2
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
500pg neg. ODN 3 3 3 3 3 3
Negativkontrolle 1 1 2 0 1 1
Negativkontrolle 3 0 4 0 2 2
Negativkontrolle | 1 3 0 2 2
Negativkontrolle 3 0 0 0 2 2
Negativkontrolle 1 1 3 0 3 3
Negativkontrolle 3 1 2 0 2 2
"0" = keine "3" = viel aber lokal begrenzt

"1" = wenig und lokal begrenzt
"2" = mittel / an einigen Stellen im Praparat

"4" = viel und im gesamten Priparat

nn
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Scoring Tabelle Gram-Firbung

Gram-Firbung
Knorpel Markraum Knorpel Markraum
Gruppe Tag (Cluster) (Cluster) (einzeln) (einzeln)
Positivkontrolle 1 2 0 0 2
Positivkontrolle 1 2 2 2 2
Positivkontrolle 1 3 1 3 1
Positivkontrolle 1 1 3 1 4
Positivkontrolle 1 - 2 - 3
Positivkontrolle 1 0 1 1 1
Positivkontrolle 1 2 1 1 3
Positivkontrolle 1 4 2 4 3
Positivkontrolle 1 0 2 0 3
Positivkontrolle 3 - 3 - 2
Positivkontrolle 3 0 2 1 3
Positivkontrolle 3 1 3 1 3
Positivkontrolle 3 0 3 1 3
Positivkontrolle 3 1 2 1 3
Positivkontrolle 3 1 3 1 3
Positivkontrolle 3 0 3 0 3
Positivkontrolle 3 4 3 4 4
Positivkontrolle 3 1 4 1 4
500ug CpG-ODN 1 0 1 0 1
500ug CpG-ODN 1 0 2 0 3
500ug CpG-ODN 1 3 2 3 2
500ug CpG-ODN | - 3 ; 3
500ug CpG-ODN 1 0 3 0 3
500ug CpG-ODN 1 0 3 1 3
500ug CpG-ODN 1 2 0 2 1
500ug CpG-ODN 1 0 3 0 3
500ug CpG-ODN 1 0 4 0 4
500ug CpG-ODN 3 - 4 - 3
500ug CpG-ODN 3 0 3 0 3
500ug CpG-ODN 3 - 4 - 4
500ug CpG-ODN 3 1 4 1 4
500ug CpG-ODN 3 1 3 1 3
500ug CpG-ODN 3 0 3 1 4
500ug CpG-ODN 3 1 4 1 4
500ug CpG-ODN 3 0 3 0 3
500ug CpG-ODN 3 0 4 1 4
500ug neg. ODN 1 1 3 1 4
500ug neg. ODN 1 0 1 1 2
500ug neg. ODN 1 - 2 - 3
500ug neg. ODN 1 1 3 1 3
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"0" = keine

"1" = wenig und lokal begrenzt
"2" = mittel / an einigen Stellen im Préparat

"3" = viel aber lokal begrenzt
"4" = viel und im gesamten Praparat
"-" = nicht ausreichend angeschnitten
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Scoring Tabelle TRAP-Firbung

TRAP-Firbung
frei im
Gruppe Tag Wachstumsfuge | Trabekel | Sequester | Markraum | Corticalis
Positivkontrolle 1 4 3 2 1 3
Positivkontrolle 1 4 3 1 0 3
Positivkontrolle 1 - 3 1 1 3
Positivkontrolle 1 4 3 1 1 4
Positivkontrolle 1 - 3 0 1 3
Positivkontrolle 1 4 3 1 1 3
Positivkontrolle 1 4 3 1 1 3
Positivkontrolle 1 4 3 1 0 3
Positivkontrolle 1 4 3 1 1 3
Positivkontrolle 3 - 3 0 0 3
Positivkontrolle 3 4 3 2 2 3
Positivkontrolle 3 3 2 2 2 3
Positivkontrolle 3 4 2 2 2 2
Positivkontrolle 3 4 3 2 2 3
Positivkontrolle 3 4 3 2 1 2
Positivkontrolle 3 4 3 2 1 2
Positivkontrolle 3 3 2 2 2 2
Positivkontrolle 3 4 3 3 1 2
500ug CpG-ODN 1 4 3 1 2 3
500ug CpG-ODN | 4 2 2 1 3
500ug CpG-ODN 1 3 3 1 1 3
500ug CpG-ODN 1 - 1 0 0 2
500ug CpG-ODN | 4 2 0 0 3
500ug CpG-ODN 1 4 2 0 1 2
500ug CpG-ODN | 3 3 1 1 3
500ug CpG-ODN 1 4 2 1 1 3
500ug CpG-ODN 1 4 2 1 1 3
500ug CpG-ODN 3 - 2 1 2 2
500ug CpG-ODN 3 4 2 1 2 3
500ug CpG-ODN 3 - 2 2 2 2
500ug CpG-ODN 3 4 3 3 1 2
500ug CpG-ODN 3 3 3 1 2 1
500ug CpG-ODN 3 4 2 1 2 1
500ug CpG-ODN 3 4 2 1 2 2
500ug CpG-ODN 3 3 2 1 1 2
500ug CpG-ODN 3 4 4 2 2 3
500ug neg. ODN 1 4 3 1 1 3
500ug neg. ODN 1 4 3 1 1 3
500ug neg. ODN 1 - 2 1 1 2
500ug neg. ODN 1 4 3 2 1 3
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"0" = keine

"1" = wenig und lokal begrenzt

"2" = mittel / an einigen Stellen im Praparat

"3" = viel aber lokal begrenzt
"4" = viel und im gesamten

Praparat

"-" = nicht ausreichend
angeschnitten
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