
Aus dem Zentrum für Orthopädie und Unfallchirurgie der Universitätsmedizin der 

Johannes Gutenberg-Universität Mainz 

 

 

 

Einfluss von Schädel-Hirn-Traumata und Echinomycin auf heterotope 

Ossifikation und Angiogenese nach Achillessehnen-Tenotomie 

 

 

 

 

Inauguraldissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades  

der Medizin 

der Universitätsmedizin 

der Johannes Gutenberg-Universität Mainz 

vorgelegt von 

 

 

Anna Christin Hackemann 

aus Worms 

 

 

Mainz, 2021  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wissenschaftlicher Vorstand:  (in der elektronischen Version entfernt) 

 

1. Gutachter:     (in der elektronischen Version entfernt) 

 

2. Gutachter:     (in der elektronischen Version entfernt) 

 

Tag der Promotion:    06. Juli 2021 

 



iii 
 

Inhaltsverzeichnis 
 

1. Einleitung ............................................................................................................. 1 

2. Literaturdiskussion ............................................................................................... 3 

2.1. Heterotope Ossifikation .................................................................................. 3 

 Definition .................................................................................................. 3 

 Ätiologie und Pathophysiologie ................................................................ 5 

 Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik ............................................ 8 

 Prävention und Therapie ....................................................................... 10 

 Tiermodelle ............................................................................................ 15 

2.2. Schädel-Hirn-Trauma ................................................................................... 18 

 Definition ................................................................................................ 18 

 Primäre und Sekundäre Schädigung nach Schädel-Hirn-Trauma ......... 19 

 Einfluss auf heterotope Ossifikation ....................................................... 20 

 Ziel der Arbeit ........................................................................................ 21 

3. Material und Methoden....................................................................................... 22 

3.1. Material ........................................................................................................ 22 

 Tiere ...................................................................................................... 22 

 Pharmazeutika ....................................................................................... 22 

 Operationsmaterial ................................................................................ 23 

 Bildgebende Diagnostik ......................................................................... 23 

 Bildbearbeitung und Auswertung ........................................................... 23 

3.2. Methoden ..................................................................................................... 23 

 Einteilung ............................................................................................... 23 

 Narkose und perioperatives Management ............................................. 24 

 Tenotomie .............................................................................................. 25 

 Schädel-Hirn-Trauma ............................................................................ 26 

 Echinomycin-Injektion ............................................................................ 28 



iv 
 

 Bildgebende Diagnostik ......................................................................... 28 

 Digitale Auswertung ............................................................................... 29 

 Statistische Analyse ............................................................................... 34 

4. Ergebnisse ......................................................................................................... 35 

4.1. Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf heterotope Ossifikation ................... 36 

 Fläche im Röntgenbild ........................................................................... 36 

 Volumen und Dichte in der µCT ............................................................. 44 

 Angiogenese in der µCT ........................................................................ 46 

4.2. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation ................................. 50 

 Fläche im Röntgenbild ........................................................................... 50 

 Volumen und Dichte in der µCT ............................................................. 54 

 Angiogenese in der µCT ........................................................................ 56 

4.3. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation unter Schädel-Hirn-

Trauma .................................................................................................................. 60 

 Fläche im Röntgenbild ........................................................................... 60 

 Volumen und Dichte in der µCT ............................................................. 65 

 Angiogenese in der µ-CT ....................................................................... 67 

5. Diskussion .......................................................................................................... 71 

5.1. Methoden und Vorgehensweise ................................................................... 71 

 Versuchsaufbau ..................................................................................... 71 

 Achillessehnen -Tenotomie ................................................................... 71 

 Controlled cortical impact ...................................................................... 72 

 Echinomycin-Injektion ............................................................................ 72 

 Bildanalyse ............................................................................................ 73 

5.2. Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf heterotope Ossifikation ................... 74 

 Pathophysiologie ................................................................................... 74 

 Fläche, Volumen und Dichte .................................................................. 76 

 Angiogenese .......................................................................................... 78 



v 
 

5.3. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation ................................. 79 

 Pathophysiologie ................................................................................... 79 

 Fläche, Volumen und Dichte .................................................................. 80 

 Angiogenese .......................................................................................... 81 

5.4. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation mit Schädel-Hirn-

Trauma .................................................................................................................. 82 

 Fläche, Volumen und Dichte .................................................................. 82 

 Angiogenese .......................................................................................... 83 

6. Ergebnis ............................................................................................................. 84 

7. Danksagung ....................................................................................................... 85 

8. Curriculum Vitae ................................................................................................. 86 

9. Literaturverzeichnis ............................................................................................ 88 

 

 

  



vi 
 

Abkürzungsverzeichnis 

 

ACR    Activin Rezeptor 

ALK    Activin-like kinase 

ATRA   all-trans retinoic acid 

BHS    Blut-Hirn-Schranke 

BMP    bone morphogentic protein 

CCI    controlled cortical impact 

COX    cyclooxigenase  

CT    Computertomographie 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

EC    Echinomycin 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure  

FOP    fibrodysplasia ossificans progressiva 

GNAS   guanine nucleotide binding protein alpha stimulating activity 

polypeptide 

HIF-1α   hypoxia-inducable factor -1 alpha  

HLA    human leukocyte antigen 

HO    heterotope Ossifikation 

HU    Hounsfield unit  

IL    Interleukine 

mTOR   mammalian target of rapamycin 

MRT    Magnetresonanztomographie  

NHO    neurogene heterotope Ossifikation 

NSAR   nicht steroidale Antirheumatika 



vii 
 

OP    Operation  

OSN    oncostatin M 

PDGFR-alpha platelet-derived growth factor- alpha 

PI3K    Phosphatidylinositol-3-kinase 

POH    progressive osseous heteeroplasia 

RAR    retinoic acid receptor 

RUNX   RUNT related transkription factor 

SHT    Schädel-Hirn-Trauma 

SMAD   small body sized, mothers against decapentaplegic 

SOX    sex determining region Y 

TEP    totale Endoprothese 

TGF    transforming growth factor  

VEGF   vascular endothelian growth factor  

VHL    von-Hippel-Lindau Tumorsupressor 

 

 

 

  



viii 
 

Abbildungsverzeichnis 

 

Abbildung 1: 17-Jähriger Patient mit FOP und thorakalem Insuffizienz-Syndrom (18) 4 

Abbildung 2: Molekulargenetische Einflussfaktoren auf die Osteogenese (32) ........... 8 

Abbildung 3: Röntgenaufnahme vom Unterschenkel einer Maus nach Tenotomie der 

Achillessehne, Pfeile: heterotope Ossifikation ............................................................. 9 

Abbildung 4: CT-Aufnahme Unterschenkel einer Maus. lila: heterotope Ossifikation 

grün: Knochen und Gefäße ......................................................................................... 9 

Abbildung 5: 3D Rekonstruktion einer CT-Aufnahme des Hüftgelenkes zeigt die 

räumliche Nähe der Femoralgefäße zur heterotopen Ossifikation (110) ................... 14 

Abbildung 6: Molekulargenetische Prozesse nach Schädel-Hirn-Trauma (141)........ 20 

Abbildung 7: Einteilung der Versuchstiere im Studiendesign .................................... 24 

Abbildung 8: operative Tenotomie. a) laterale Schnittführung b) Sicht auf die 

Achillessehne c) Freipräparieren der Achillessehne d) Durchtrennung der 

Achillessehne e) Sichtkontrolle f) Verschluss durch Einzelknopfnähte ...................... 26 

Abbildung 9: operative Beibringung eines Schädel-Hirn-Traumas a) controlled cortical 

impact b) Einspannen in Stabilisationsvorrichtung c) Hautschnitt und Markierung der 

Tepanationsstelle d) Freipräparierung e) Durchbohren der Trepanationsstelle f) Blick 

auf intakte Dura mater g) Positionierung des CCI-Gerätes h) Stillen der Blutung i) 

Aufbringung des abgenommen Schädelknochens j) Fixierung mittels Gewebekleber k) 

Blick auf verschlossenes Schädeldach ..................................................................... 28 

Abbildung 10: Tiere nach Perfusion mit Microfil® a) Situs b) Schädel ....................... 29 

Abbildung 11: Erstellen einer Skalierung in Pixel/mm in ImageJ ............................... 30 

Abbildung 12: Röntgen des Unterschenkels von Versuchstier 58 am 56. Tag post-OP 

a) nativ b) nach Bearbeitung und Ausmessung mittels ImageJ ................................. 31 

Abbildung 13: Schaltfläche Mimics Medical............................................................... 32 

Abbildung 14: Unterschenkel von Versuchstier 27 nach Tag 56 post-OP a) 3D 

Rekonstruktion Knochen und Gefäße b) HO c) HO ab 9000 HU d) HO ab 5000 HU 32 

Abbildung 15: Gefäßrekonstruktion des Unterschenkels von Versuchstier 27 a) initiale 

Aufnahme b) nach Artefaktbereinigung ..................................................................... 33 

Abbildung 16: Gefäßmarkierung des Unterschenkels von Versuchstier 27 auf Höhe der 

Tenotomie ................................................................................................................. 33 



ix 
 

Abbildung 17: Röntgenbild des Unterschenkels von Versuchstier 87, Gruppe: 

Tenotomie mit SHT, Pfeil: heterotope Ossifikation .................................................... 38 

Abbildung 18: Röntgenbild des Unterschenkels von Versuchstier 86, Gruppe: 

Tenotomie mit SHT, Pfeile: heterotope Ossifikation .................................................. 38 

Abbildung 19: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild nach 35 Tagen ................ 39 

Abbildung 20: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP .. 40 

Abbildung 21: Balkendiagramm zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ......................................... 40 

Abbildung 22: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild nach 35 Tagen post-OP unter 

Ausschluss von Tieren ohne HO-Bildung .................................................................. 41 

Abbildung 23: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP unter 

Ausschluss von Tieren ohne HO-Bildung .................................................................. 42 

Abbildung 24: Balkendiagramm zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild unter Ausschluss von Tieren 

ohne HO-Bildung ....................................................................................................... 42 

Abbildung 25: Balkendiagramm zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Volumen 

und Dichte heterotoper Ossifikation nach Tenotomie in der µCT .............................. 45 

Abbildung 26: Versuchstier 26, Gruppe: Tenotomie ohne SHT; Pfeil: heterotope 

Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ........................................................ 48 

Abbildung 27: Versuchstier 27, Gruppe: Tenotomie ohne SHT; Pfeil: heterotope 

Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ........................................................ 48 

Abbildung 28: Versuchstier 86, Gruppe: Tenotomie mit SHT; Pfeil: heterotope 

Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ........................................................ 49 

Abbildung 29: Versuchstier 88, Gruppe: Tenotomie mit SHT; Pfeil: heterotope 

Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ........................................................ 49 

Abbildung 30: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper 

Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild nach 35 Tagen post-OP ..................... 52 

Abbildung 31: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper 

Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP ..................... 52 

Abbildung 32: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ......................................... 53 



x 
 

Abbildung 33: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und 

Dichte heterotoper Ossifikation nach Tenotomie in der µCT ..................................... 55 

Abbildung 34: Versuchstier 26, Gruppe: Tenotomie ohne Echinomycin; Pfeil: 

heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ...................................... 58 

Abbildung 35: Versuchstier 27, Gruppe: Tenotomie ohne Echinomycin; Pfeil: 

heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ...................................... 58 

Abbildung 36: Versuchstier 57, Gruppe: Tenotomie mit Echinomycin; Pfeil: heterotope 

Ossifikation, Gefäßdarstellung und Querschnitt ........................................................ 59 

Abbildung 37: Versuchstier 58, Gruppe: Tenotomie mit Echinomycin; Pfeil: heterotope 

Ossifikation, Gefäßdarstellung und Querschnitt ........................................................ 59 

Abbildung 38: Versuchstier 119, Gruppe: Tenotomie mit SHT und Echinomycin; oben: 

49. Tag post-OP unten: 56. Tag post-OP; Pfeil: oben: HO, unten: keine HO mehr 

sichtbar ...................................................................................................................... 61 

Abbildung 39: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper 

Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild 

nach 35 Tagen post-OP ............................................................................................ 63 

Abbildung 40: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper 

Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild 

nach 56 Tagen post-OP ............................................................................................ 63 

Abbildung 41: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im 

Röntgenbild ............................................................................................................... 64 

Abbildung 42: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und 

Dichte heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma in der µCT

 .................................................................................................................................. 66 

Abbildung 43: Versuchstier 86, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma ohne 

Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ....... 69 

Abbildung 44: Versuchstier 88, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma ohne 

Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ....... 69 

Abbildung 45: Versuchstier 117, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma und 

Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ....... 70 

Abbildung 46: Versuchstier 119, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma mit 

Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt ....... 70 

  



xi 
 

Tabellenverzeichnis 

 

Tabelle 1: Glasgow Coma Scale ............................................................................... 18 

Tabelle 2: Ergebnistabelle zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ......................................... 37 

Tabelle 3: Deskriptive Statistik zum Einfluss Schädel-Hirn-Traumata auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ......................................... 37 

Tabelle 4: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die 

Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ............................. 43 

Tabelle 5: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die 

Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild unter Ausschluss der 

Tiere ohne HO-Bildung .............................................................................................. 44 

Tabelle 6: Ergebnistabelle zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Volumen und 

Dichte heterotoper Ossifikation nach Tenotomie in der µCT ..................................... 45 

Tabelle 7: Ergebnistabelle zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Angiogenese 

nach Tenotomie in der µCT ....................................................................................... 46 

Tabelle 8: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die 

Gesamtvolumina der Gefäße nach Tenotomie in der µCT ........................................ 46 

Tabelle 9: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Anzahl 

der Gefäße im Querschnitt nach Tenotomie in der µCT ............................................ 47 

Tabelle 10: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper 

Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ............................................................ 50 

Tabelle 11: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ......................................... 51 

Tabelle 12: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im Röntgenbild ......................................... 54 

Tabelle 13: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und Dichte 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie in der µCT ................................................ 55 

Tabelle 14: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Angiogenese nach 

Tenotomie in der µCT ................................................................................................ 56 

Tabelle 15: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die 

Gesamtvolumina der Gefäße nach Tenotomie in der µCT ........................................ 56 



xii 
 

Tabelle 16: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Anzahl der 

Gefäße im Querschnitt nach Tenotomie in der µCT .................................................. 57 

Tabelle 17: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper 

Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild

 .................................................................................................................................. 60 

Tabelle 18: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im 

Röntgenbild ............................................................................................................... 62 

Tabelle 19: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im 

Röntgenbild ............................................................................................................... 65 

Tabelle 20: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und Dichte 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma in der µCT ....... 66 

Tabelle 21: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Angiogenese 

heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma in 

der µCT ..................................................................................................................... 67 

Tabelle 22: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die 

Gesamtvolumina der Gefäße nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma 

in der µCT ................................................................................................................. 67 

Tabelle 23: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Anzahl der 

Gefäße im Querschnitt nach Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma in der 

µCT ........................................................................................................................... 68 



1 
 

1.  Einleitung 

Heterotope Ossifikation (HO) ist die Entstehung von Knochen an Orten des Körpers, 

an denen physiologisch kein Knochen wächst. Das Erscheinungsbild heterotoper 

Ossifikation als Komplikation nach Traumata wie chirurgischen Eingriffen reicht von 

kleinen subklinischen Läsionen bis zur kompletten Ankylose, die neben dem hohen 

Leidensdruck der Patienten auch zu einer erhöhten Mortalität führt. So verschieden 

die Auslöser und Ausprägungen sind, so umfangreich ist auch die Pathogenese hinter 

der Bildung heterotoper Ossifikation. Knochenbildung selbst ist ein physiologischer 

und notwendiger Vorgang des menschlichen Körpers. Seine Fehlleitung über 

verschiedenste molekulare Vorgänge führt zum Krankheitsbild der pathologischen 

Knochenbildung. Diese Vorgänge sind bisher nur unzureichend verstanden, sodass 

noch keine suffiziente Therapie existiert, welche die Erkrankung verhindern könnte. 

Eine erste Beschreibung des Auftretens heterotoper Ossifikation, benannt als myositis 

ossificans progressiva, findet sich in der Literatur bereits ab dem Jahre 1692 (1). Die 

erste Klassifikation des Phänomens erfolgte erst im Jahr 1924 durch Nobel. Dieser 

teilte die myositis ossificans in 3 Klassen ein: 1) Myositis ossificans progressiva, eine 

bei Kindern auftretende Verknöcherung des Skelettmuskels; 2) Traumatische myositis 

ossificans circumscripta, welche durch ein akutes oder chronisches Trauma ausgelöst 

wird und 3) Myositis ossificans circumscripta ohne traumatischen Hintergrund, die 

beispielsweise auf chronische Entzündungen basieren (2). Über die Jahre hat eine 

zunehmende Zahl von Autoren weitere Fälle dokumentiert (3). Synonym zur 

heterotopen Ossifikation verwendete Begriffe sind neben der myositis ossificans die 

ossifizierende Fibromyopathie, die Paraostheoarthropathie und die ektope Ossifikation 

(4). Der Begriff der heterotopen Ossifikation jedoch prägt als Bezeichnung zunehmend 

die Titel der Publikationen. Mit steigendem Fokus auf heterotope Ossifikation als 

Komplikation nach Operationen (OP) oder anderen Traumata stieg auch das 

Forschungsinteresse in den letzten Jahren. Mit dem Ziel in Zukunft heterotope 

Ossifikation besser zu verstehen und behandeln zu können schließt sich die folgende 

Studie an. Im Rahmen dieser Studie wird sowohl der Einfluss von Schädel-Hirn-

Traumata auf heterotope Ossifikation untersucht als auch der Anteil einer vermutlich 

gesteigerten Angiogenese an der Entstehung von heterotopen Ossifikationen. Dabei 

wird die Substanz Echinomycin untersucht, welche die Angiogenese reduzieren soll. 

Sie wird als potenzielle Therapie nach peripherem Trauma mit und ohne begleitendes 
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Schädel-Hirn-Trauma (SHT) geprüft. Die Studie orientiert sich hierbei an einem bereits 

etablierten Tiermodell zur Provokation heterotoper Ossifikation: der Achillessehnen-

Tenotomie bei Mäusen. Ziel ist es zum einen ein Modell zu entwickeln, um zukünftige 

Forschung in diesem Gebiet zu erleichtern; zum anderen soll die Studie prüfen, ob 

Angiogenese ein Schlüsselfaktor bei der Entstehung heterotoper Ossifikation nach 

Schädel-Hirn-Traumata darstellt und diese durch Echinomycin abgemildert wird. 

Hierdurch könnte die Komplikation heterotope Ossifikation in ihrer Ausprägung 

verringert oder sogar vollständig verhindert werden.   
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2. Literaturdiskussion 

2.1. Heterotope Ossifikation 

 Definition 

Heterotope Ossifikation beschreibt das Vorkommen von Lamellenknochen in 

Geweben, in denen üblicherweise kein Knochen vorkommt (5). Schon früh ging man 

von einer zentralen Rolle mesenchymaler Stammzellen aus, welche neben 

osteoinduktiven Faktoren maßgebliche Induktoren heterotoper Ossifikation sind (6, 7). 

Die meisten Autoren führen neben der obengenannten Definition von HO die 

Unterteilung in eine hereditäre oder erworbene heterotope Ossifikation an (8). 

Hereditäre heterotope Ossifikation 

Hereditäre, oder auch genetische HO, wird grundsätzlich in zwei verschiedene 

Krankheitsbilder eingeteilt: die fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) und die 

progressive osseous heteroplasia (POH). 

Die FOP ist eine äußerst seltene und schwerwiegende Erkrankung mit einer Inzidenz 

von ca. 1 in 2.000.000 (9). Pathophysiologisch liegt eine zunehmende Ossifikation von 

Sehnen, Faszien, Ligamenta und Skelettmuskeln vor, mit Verlauf von kranial nach 

kaudal und von proximal nach distal (siehe Abbildung 1)(10). Die klinische 

Manifestation beginnt üblicherweise im Kindesalter und präsentiert sich zunächst in 

Form von schmerzhaften und erythematösen Knötchen im Nacken- und 

Rückenbereich. Im Verlauf ergänzen sich Torticollis, Rückenschmerzen und 

schmerzhafte Bewegungseinschränkungen des Beckens (11). Im späten Stadium 

entwickelt sich eine zunehmende Ankylose mit Bettlägerigkeit und aufgrund restriktiver 

Einschränkungen schließlich der Tod durch kardiopulmonale Ereignisse. Die mittlere 

Überlebenszeit beträgt nur etwa 56 Jahre (12). Genetisch betrachtet handelt es sich 

bei der FOP um eine autosomal dominant vererbte Veränderung im bone 

morphogentic protein (BMP) Typ I Rezeptor, genauer eine heterozygote Aktivierung 

im Activin Rezeptor IA/activin-like kinase-2 (ACR1/ALK2) (13). 

Die progressive osseous heteroplasie ist ebenfalls eine genetische Erkrankung, die 

mit heterotoper Ossifikation einhergeht. Im Gegensatz zur FOP weisen die Betroffenen 

keine kongenitalen Malformationen auf. Erste klinische Manifestationen betreffen 
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hauptsächlich die Haut und dringen später in tiefere Gewebe vor (14, 15). 

Pathophysiologisch geht man von einer inaktivierenden Mutation im paternalen Allel 

des Gens GNAS (aus dem englischen: Guanine Nucleotide Binding Protein Alpha 

Stimulating Activity Polypeptide) aus (16). Aufgrund ähnlicher genetischer Ursachen, 

aber teilweise unterschiedlicher klinischer Ausprägung diskutiert man eine weitere 

Differenzierung der POH, die Albrigth’s hereditary osteodystrophy (17). 

 

 

Abbildung 1: 17-Jähriger Patient mit FOP und thorakalem Insuffizienz-Syndrom (18) 

 

Erworbene heterotope Ossifikation  

Erworbene, oder nichtgenetische, heterotope Ossifikation kann als fehlgeleiteter 

Reparaturmechanismus angesehen werden und ist im klinischen Alltag als 

Komplikation, häufig nach Traumata wie Operationen, verbreitet. Man unterscheidet 

hierbei traumatische und neurogene heterotope Ossifikation, wobei traumatische HO 

spitze oder stumpfe Gewalteinwirkung, sowie Operationen umfasst und neurogene HO 

nach Schädel-Hirn-Trauma oder Rückenmarksverletzungen auftritt. Epidemiologisch 

tritt die erworbene HO zumeist nach endoprothetischen Eingriffen der Hüfte in bis zu 

44,6% der Fälle auf (19-26). Nach Frakturen oder Dislokationen, häufig des 

Ellenbogens, werden bis zu 37% erreicht (27, 28) . Auch nach Hochrasanztraumata 

wie Explosionsverletzungen tritt HO vermehrt auf (29). Führt dies zusätzlich zu einer 

traumatischen Amputation steigt die Inzidenz auf bis zu 90% (30). Ein erhöhtes 
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Vorkommen zeigt sich außerdem nach Schädel-Hirn-Traumata mit ca. 10-23%, sowie 

Rückenmarksverletzungen mit ca. 40-50% (7). In seltenen Fällen von 2-5% tritt HO 

auch nach Brandverletzungen auf. Ausmaß und Verlauf der Knochenbildung 

entwickeln sich proportional zum Schweregrad und Fläche der erlittenen Verletzung 

und korrelieren außerdem direkt mit Immobilisation, Bedarf an 

Beatmungsunterstützung, Notwendigkeit von Reoperationen, sowie der Entwicklung 

einer Sepsis (31).  

Die vorliegende Arbeit bezieht sich im Folgenden ausschließlich auf die erworbene 

heterotope Ossifikation.  

 

  Ätiologie und Pathophysiologie 

Die körpereigene Fähigkeit verletztes Gewebe heilen zu lassen folgt einem komplexen 

Prozess, welcher fehlgeleitet zu pathologischen Prozessen führen kann, wie zum 

Beispiel heterotope Ossifikation. Um einen Angriffspunkt möglicher Therapien zu 

identifizieren ist das Verständnis des Pathomechanismus von essenzieller Bedeutung. 

Die Entstehung heterotoper Ossifikation ist jedoch noch nicht vollständig verstanden. 

Es handelt sich um enchondrale Ossifikation, basierend auf der Mineralisierung eines 

knorpeligen Zwischenproduktes, wobei mehrere Zellreihen, entzündliche Prozesse, 

Differenzierungsvorgänge, sowie endogene Signalkaskaden involviert sind und diese 

untereinander interagieren (32). 

Inflammation  

Heterotoper Ossifikation geht stets ein inflammatorischer Prozess voraus, initiiert 

beispielsweise durch Traumata. Ausgelöst wird die Entzündung zum einen durch die 

Invasion von Mikroorganismen, sowie endogenen Mediatoren aus geschädigtem 

Gewebe (33). Direkt mit der HO assoziierende, klassische Interleukine (IL), wie IL-3 

und IL-12, konnten in Wundgewebe, sowie im Serum im Tiermodell nachgewiesen 

werden (34). Inzidenz und Ausmaß der Bildung heterotoper Ossifikation nimmt bei 

bakterieller Wundbesiedlung, sowie einer Anfälligkeit für chronisch entzündliche 

Erkrankungen, beispielsweise bei Patienten mit positivem human leukocyte antigen 

(HLA)-B27, zu (35-37). Auch ein neurogenes Trauma induziert über Ausschüttung 

spezifischer Peptide eine Entzündungsreaktion und führt damit zu erhöhter Inzidenz 
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von HO (38). Der genaue Pathomechanismus der Neuroinflammation wird in den 

Kapiteln 3.2.2 und 3.2.3 detaillierter erläutert. 

Zelllinien und Differenzierung 

Betrachtet man die Pathogenese der heterotopen Ossifikation liegt die 

Wahrscheinlichkeit nahe, dass sie die Folge einer fehlgeleiteten Differenzierung von 

Vorläuferzellen, sogenannten Osteoprogenitorzellen darstellt. Als ursächlich wird 

hierfür ein pathologisches Ungleichgewicht lokaler oder systemischer Faktoren 

entsprechend der Abbildung 2 angenommen. Während man zu Beginn der Forschung 

noch vom hauptsächlichen Anteil mesenchymaler Stammzellen ausgegangen ist, so 

wurden im Verlauf auch Vorläuferzellen der endothelialen, neuronalen, sowie 

epidermalen Zellreihe nachgewiesen (39). Basis dieser Vermutung ist die Feststellung, 

dass Stammzellen, basierend auf ihr Umfeld, in der Lage sind ihre zelluläre 

Spezifikation zu ändern (40). Neben ortsansässigen Zellen spielen auch solche eine 

Rolle, die sich mobilisieren und im Blut zirkulieren können. Dies könnte die Tatsache 

erklären, dass heterotope Ossifikation nicht zwingend am Ort des Traumas auftreten 

muss (32).  

Brain morphogentic protein Signalweg 

Nachdem Marshall R Urist 1965 eine Substanz entdeckte die heterotope Ossifikation 

entstehen lässt, sie 1979 isolierte und als brain morphogenetic protein benannte, legte 

er den Grundstein für die Erforschung der Pathophysiologie heterotoper Ossifikation 

(41, 42). Heute zählt man BMP zur Familie der transforming growth factor (TGF)-β. Die 

Zytokine steuern eine breite Menge an Entstehungs- und Entwicklungsvorgängen, 

wozu auch die Osteoinduktion, Differenzierung und Reifung zählen (43). Hierbei 

wurden insbesondere BMP-2 und BMP-7 wurden als osteoinduktiv eingestuft (44). 

Über die Dimerisierung von BMP-Rezeptoren aktivieren BMPs die Phosyphorylierung 

von SMAD1/5 (aus dem engl. Small body sized und mothers against decapentaplegic). 

Nach Phosphorylierung aktiviert SMAD1/5 die Transkription chondro- und osteogener 

Genabschnitte (siehe Abbildung 2) (45, 46). 

Auch bei genetischer HO spielt dieser Signalweg eine zentrale Rolle. Die Aktivierung 

von Activin Rezeptor IA, auch activin rezeptor-like kinase-2 genannt, führt zu einer 

Activin-A Bindung, welches ebenfalls zur Gruppe der TGF-β Familie gehört und 

physiologischerweise eine antagonistische Wirkung zum BMP Signalweg zeigt. Diese 
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genetische Fehlaktivierung führt zu einer vermehrten Initiierung chondro- und 

osteogenetischer Genabschnitte (47, 48). 

mTOR Signalweg 

Als Reaktion auf Störungen schütten Zellen Mediatoren, wie Wachstumsfaktoren aus, 

um die Homöostase wiederherzustellen. Hierbei wird die Phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3K) und darüber die mTOR-Signalkaskade (aus dem englischen „mammalian 

Target of Rapamycin“) gestartet (49). Über Aktivierung verschiedener 

Transkriptionsfaktoren werden zellspezifisch verschiedenste Prozesse wie 

Autophagie, T-Zell-Differenzierung, sowie die Proliferation von Fibroblasten und 

Chondrozyten initiiert (siehe Abbildung 2) (50, 51). 

Vitamin A Signalweg 

Ein weiterer Faktor im komplexen Mechanismus der Entstehung heterotoper 

Ossifikation ist Vitamin A, bzw. dessen aktive Form ATRA (aus dem englischen all-

trans retinoic acid). Gebunden an einen Rezeptor der Retinoic Acid Receptor Familie 

(wie beispielsweise RAR-α oder RAR-β) führt das Retinoid zu verschiedenen 

Einflüssen auf Transkriptionen. Darunter zählt auch die Aktivierung von Osteoklasten 

sowie die Verhinderung der chondrogenen Zelldifferenzierung, was in vermindertem 

Knochenaufbau und damit verringerter heterotoper Ossifikation resultiert (32, 52).  

HIF-1α Signalweg 

Der von-Hippel-Lindau-Tumorsupressor (VHL) reguliert sauerstoffabhängig den 

Abbau vom hypoxia-inducible factor-1alpha (HIF-1α) durch Bindung an seine 

hydroxylierte Untereinheit und Induktion der Proteolyse (53). Sinkt der 

Sauerstoffgehalt, wie beispielsweise bei Gewebshypoxie nach einem Trauma, wird 

diese Regulation gehemmt. HIF-1α dimerisiert mit HIF-1β im Nucleolus der Zellen und 

aktiviert Transkriptionsmechanismen, welche zu einer erhöhten chondrogenen 

Aktivierung und über Expression von vascular endothelian growth factor (VEGF) 

verstärkten Angiogenese führen (54). Angiogenese ist für die Knochenbildung 

essenziell, da hierüber Osteoprogenitorzellen, Cytokine und Sauerstoff transportiert 

werden. Des Weiteren scheint HIF-1α in der Lage zu sein unabhängig von der 

Angiogenese direkt mesenchymale Stammzellen zu aktivieren, sowie die Proliferation 

und Differenzierung von Osteoblasten voranzutreiben (55). Dies geschieht durch 

Bindung des Heterodimers an den Promotor von SOX-9 (aus dem englischen sex 
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determining region Y) unter hypoxischen Bedingungen, wobei die Chondrogenese 

aktiviert wird (56, 57). Im späteren Stadium wirkt sich HIF-1α über RUNX-Hemmung 

negativ auf die die Osteogenese aus, wobei die Chondrogenese zeitlich verlängert 

wird. Zuletzt verstärkt HIF-1α außerdem die Proliferation der Osteoblasten (58). 

 

  

Abbildung 2: Molekulargenetische Einflussfaktoren auf die Osteogenese (32) 

 

  Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik 

Aufgrund der Vielschichtigkeit bezüglich Ätiologie, Lokalisation sowie Ausmaß der 

heterotopen Ossifikation zeigt sich ein sehr variables Erscheinungsbild. Im frühen, 

entzündlichen Stadium präsentiert sich die Läsion mit lokalisierten Schmerzen und 

Schwellung mit zunehmendem Volumen, was die Differenzialdiagnose eines 
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Weichteilsarkoms aufwerfen kann (59, 60). Mit Verfestigung des Knochengewebes 

lokalisiert sich der Schmerz, eine Infiltration von Gelenken kann 

Bewegungseinschränkungen hervorrufen (61).  

 

 

Abbildung 3: Röntgenaufnahme vom Unterschenkel einer Maus nach Tenotomie der Achillessehne, Pfeile: 
heterotope Ossifikation 

 

 

Abbildung 4: CT-Aufnahme Unterschenkel einer Maus. lila: heterotope Ossifikation grün: Knochen und Gefäße 

 

Basisdiagnostik für den Nachweis heterotoper Ossifikation ist aufgrund 

flächendeckender Verfügbarkeit sowie geringer Kostenintensität das konventionelle 

Röntgenbild (siehe Abbildung 3). Einem röntgenologischen Nachweis sollte im Verlauf, 
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bei Komplikationen, sowie präoperativ, eine Computertomographie (CT) folgen, 

welche den Bezug zu umgebenden Strukturen klären kann (siehe Abbildung 4) (62). 

Die Darstellbarkeit beider Methoden ist jedoch von der Dichte des neugebildeten 

Knochengewebes abhängig, wodurch ein Nachweis häufig erst Wochen nach dem 

initialen Trauma gelingt (63-65). Frühe Läsionen imponieren durch flockige, 

unregelmäßige Strukturen, die sich im Verlauf verdichten und später eine klassische 

zonale Ossifikationszone mit Randzonenaufhellung bildet (66). HO, die sich an 

Strukturen wie Ligamenta oder Sehnen bildet, folgt diesen klassischerweise entlang 

ihres natürlichen Verlaufs und ist häufig bildmorphologisch von beispielsweise einer 

tendinosus calcarea nicht zu unterscheiden (61, 67). Entscheidend hierbei ist die 

klinische Anamnese eines Traumas zur differentialdiagnostischen Abklärung.  

Mittels einer Magnetresonanztomographie (MRT) kann heterotope Ossifikation bereits 

in seiner Frühphase aufgrund von erhöhter Gewebedichte und -vaskularisation 

nachgewiesen werden (68). Eine häufig schwer abgrenzbare Differentialdiagnose sind 

Weichteiltumore, wie beispielsweise Sarkome, wovon sich die heterotope Ossifikation 

durch seine klassische Randanreicherung differenzieren lässt (69). 

Eine leicht zugängliche und kostengünstige Diagnostik ermöglicht der Ultraschall. 

Abhängig von der Expertise des Untersuchers und der Lokalisation heterotoper 

Ossifikation, ermöglicht er eine frühe, sensible und reproduzierbare Darstellung und 

wird als postoperative Kontrolle und zur Anpassung rehabilitativer Maßnahmen 

diskutiert (70, 71).  

 

  Prävention und Therapie 

Verschiedene Studien konnten prädiktive Faktoren für die Entstehung heterotoper 

Ossifikation nachweisen. Männliche Tiere weisen im Mausmodell ein gehäuftes 

Auftreten von heterotoper Ossifikation nach Tenotomie oder Verbrennungen auf (72), 

wobei eine verminderte Differenzierung von Osteoblasten als morphologische 

Ursache diskutiert wird (73). Weitere Studien zeigten, dass die Dauer eines komatösen 

Zustandes und der mechanischen Ventilation, sowie ausgeprägte chirurgische 

Frakturversorgung die Inzidenz für HO bei Patienten mit Schädel-Hirn-Trauma 

erhöhen. Spastiken konnten als Risikofaktoren sowohl bei Patienten nach Schädel-

Hirn-Traumata als auch nach Rückenmarksläsionen detektiert werden (74-76). Eine 
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frühe Rehabilitationsmaßnahme und Mobilisierung konnten das Outcome der 

Patienten verbessern (77).  

Da die Pathomechanismen der Entstehung heterotoper Ossifikation noch nicht 

vollständig verstanden sind und es sich um eine Vielzahl möglicher Mediatoren und 

deren Zusammenspiel untereinander handelt, ergeben sich verschiedenste Ansätze 

zur Prävention und Behandlung heterotoper Ossifikation.  

Nicht steroidale Antirheumatika 

Seit vielen Jahren werden in wissenschaftlichen Publikationen klassische nicht 

steroidale Antirheumatika (NSAR), insbesondere Indometacin sowie die neueren 

selektiven Cyclooxigenase (COX) 2-Inhibitoren untersucht. Nach einer groß 

angelegten systematischen Untersuchung Von Neal et al. vermindern NSAR das 

Risiko des Auftretens von HO um 57% (78). Auch die neueren COX2-Inhibitoren 

zeigten in der perioperativen Prävention einen signifikanten Nutzen (79). Beim 

zugrundeliegenden Mechanismus handelt es sich am ehesten um den Einfluss auf 

Prostaglandine, von denen insbesondere die Untergruppe der Prostaglandine E2 

regulatorisch auf die Aktivität von Osteoblasten und Osteoklasten einwirken. Über die 

Hemmung von COX2 verringern Osteoblasten die Ausschüttung von Prostaglandinen 

(80). Dennoch konnte in Studien kein deutlicher Vorteil der selektiven COX-Hemmer 

bewiesen werden (81). Ein erheblicher Unterschied zwischen den beiden 

Substanzgruppen ergibt sich aus dem Nebenwirkungsprofil. Hierbei sind 

gastrointestinale Blutungen, ein negativer Einfluss auf die Knochenheilung durch 

vermindert mineralisierten Kallus sowie kardiovaskuläre Nebenwirkungen zu 

betrachten (82-85). Studien stellen den Verdacht, dass NSAR im Vergleich zu 

selektiven COX2-Inhibitoren vermehrt gastrointestinale Blutungen, jedoch weniger 

kardiovaskuläre Ereignisse verursachen (86). Auch ein erhöhter Blutdruck über die 

COX2-Hemmung, welche bei Patienten unter Dauertherapie mit AT1- oder ACE-

Hemmern sowie Diuretika zur erhöhten Inzidenz kardiovaskulärer Ereignisse führen, 

ist von großer Bedeutung. Patienten die beispielsweise eine totale Endoprothese 

(TEP) der Hüfte benötigen weisen häufig entsprechende Komorbiditäten auf (85). Um 

die systemischen Nebenwirkungen zu umgehen gibt es bereits Studien, die eine lokale 

Anwendung zur Diskussion gebracht haben, bisher jedoch nur in experimentellem 

Setting (87). 
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Radiotherapie 

Die Strahlentherapie, auch Radiotherapie, genannt ist die am längsten bekannte 

Methode zur Prävention einer heterotopen Ossifikation und die bisher einzige lokale 

Therapiemöglichkeit (88). Bereits 1970 wurden die ersten Patienten mit einer Hüft-

Operation bestrahlt (89). Auch bei neurogener HO wurde die Radiotherapie, im Fall 

von Sautter-Bihl et al. erfolgreich nach Rückenmarksverletzung eingesetzt, wobei 

weniger als 10% der Patienten eine Progression der ektopen Knochenbildung 

aufwiesen (88). Die Funktionsweise ist noch nicht vollständig verstanden, jedoch wird 

vermutet, dass Strahlentherapie die Differenzierung pluripotenter mesenchymaler 

Stammzellen zu Osteoblasten verhindert (90, 91). Eine w                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

eitere mögliche Wirkung ist der antiphlogistische Effekt von Niedrigdosis-

Radiotherapie. Trotz umfangreicher Studien gibt es weiterhin keine allgemeingültigen 

Handlungsempfehlungen für die Prophylaxe mittels Strahlentherapie, wobei die 

meisten Therapien mit einer Dosis von 700cGy durchgeführt werden (92). Diese 

Dosierung wurde in mehreren Studien, vor allem bei Hüftoperationen untersucht und 

die Effektivität auch im Vergleich zu 400cGy nachgewiesen. Einen Unterschied 

zwischen prä- oder postoperativer Therapie konnte bislang nicht sicher nachgewiesen 

werden (92-95).  

Die Studienlage bezüglich der Effektivität einer Radiotherapieprophylaxe bei 

erworbener heterotoper Ossifikation nach neurogenem Trauma ist rudimentär. In den 

beschriebenen Case Reports werden häufig multifraktionelle Therapien von 20Gy in 

2Gy-Dosen verabreicht, mit positivem Effekt auf Schmerzlinderung und 

Bewegungseinschränkung, sowie die Verminderung des Progresses heterotoper 

Ossifikation (96-98). Cipriano et al. hingegen widerlegte eine signifikante Prophylaxe 

neurogener heterotoper Ossifikation (99). Weitere Studien müssen folgen, um den 

Effekt von Strahlentherapie auf erworbene HO nach neurogenem Trauma zu 

untersuchen. 

Eine große Cochrane kontrollierte Meta-Analyse von Vavken et al. zufolge gibt es 

keinen signifikanten Unterschied der Wirksamkeit zwischen dem Verwenden von 

NSAR oder Radiotherapie zur Prävention heterotoper Ossifikation (100). Betrachtet 

man den finanziellen Aspekt, so sind die Kosten der Behandlung der Radiotherapie 

höher, berücksichtigt man jedoch mögliche zusätzliche Kosten wie Hospitationszeit 

und Arbeitsausfall durch beispielsweise gastrointestinale Blutungen nach NSAR-
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Einnahme könnten sie, je nach zugrundeliegender Studie für die Inzidenz dieser 

Komplikationen, höher liegen (101). 

Echinomycin 

Echinomycin (NSC-13502) ist ein zyklisches Peptid und einer der potentesten 

Inhibitoren von HIF-1α. (102, 103). Hierdurch soll die Angiogenese gemindert und 

heterotope Ossifikation verhindert werden. Das Molekül wurde bisher nur in 

Tiermodellen getestet. Eine klinische Verwendung besteht aktuell noch nicht. Die 

Wirkweise wird in Kapitel 6.3.1 näher beschrieben. 

Operation 

Eine operative Versorgung ist bisher die einzige Möglichkeit bereits entstandene 

heterotope Ossifikation zu therapieren, wobei die Indikation aufgrund der hohen 

Komplikationsrate kritisch zu stellen ist und beispielsweise bei starken 

Bewegungseinschränkungen, Kontrakturen sowie therapierefraktären Schmerzen 

greift (104). Die Komplikationen umfassen tiefe (2-5%) und oberflächliche Infektionen 

(7-28%), wie auch intra- (9-83%) und postoperative Blutungen (5-38%) (105). Weitere 

Komplikationen sind die intraoperative Verletzung von Gefäßen und Knochen sowie 

die Gefahr druckbedingter Ulzerationen (106). Problematisch ist außerdem die hohe 

Rate an Rezidiven heterotoper Ossifikation. In einer systematischen Übersichtsarbeit 

von Chalidis et al. wurden 16 Studien untersucht, wobei die Patienten nach Schädel-

Hirn-Trauma ein HO- Rezidiv nach OP von 19% (KI 95% 0-40%) aufwiesen. Er 

postuliert, dass dies jedoch weniger auf den Zeitpunkt des chirurgischen Eingriffes, 

sondern vielmehr auf Dauer des Komas und Schwere des neurologischen Defizites 

zurückzuführen sei (107). Das Rezidivgeschehen nach operativem Eingriff ist auf 

einen ähnlichen Mechanismus zurückzuführen wie die initiale Entstehung der HO. 

Agarwal et al. wies in Mäusen nach Re-Operation eine ähnliche Proliferation 

mesenchymaler Stammzellen mit Expression von PDGFR-alpha (platelet-derived 

growth factor- alpha) sowie weitere Signalmechanismen nach, die zur Entstehung 

ektoper Ossifikation führen (108). Eine operative Versorgung in Kombination mit 

Indomethacin als NSAR und Radiotherapie zeigte in einer kleinen Patientenkohorte 

von Macheras et al. ein gutes Outcome bei weiterhin erhöhter Komplikationsrate von 

15,4 Prozent (109). Denormandie et al. wiederum postuliert, dass vielmehr eine 

strenge OP-Indikation im multidisziplinären Setting sowie Expertise und genaue OP-
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Planung, beispielsweise mit vorherigem 3D-CT-Scan die Komplikationsrate von 

neurogen verursachter HO deutlich senken (siehe Abbildung 5) (110). 

 

 

Abbildung 5: 3D Rekonstruktion einer CT-Aufnahme des Hüftgelenkes zeigt die räumliche Nähe der Femoralgefäße 
zur heterotopen Ossifikation (110) 

 

Disodium etidronate 
 
Disodium etoridate, kurz EHDP, oder Etidronsäure ist ein Bisphosphonat, welches die 

Mineralisierung und Bindung von Hydroxyapatit-Kristallen vermindert und wurde schon 

früh als Präventionsmöglichkeit heterotoper Ossifikation genutzt (111, 112). Die 

Studienlage ist jedoch zum Großteil veraltet und lückenhaft, EHDP soll jedoch eine 

signifikante Verminderung heterotoper Ossifikation zu bewirken, allerdings konnte 

bislang kein klarer Vorteil gegenüber Indomethacin als NSAR festgestellt werden, 

EHDP ist zudem deutlich kostenintensiver (112, 113). 

Calcitonin 

Calcitonin ist bisher nur sehr rudimentär untersucht worden. Der Wirkmechanismus 

funktioniert vermutlich analog zu den NSAR über die Inhibition von Thromboxan A2 

und Prostaglandinen (114). Nachdem Gunal et al. die Wirkung bei Ratten 

nachgewiesen hatte führte er eine prospektive Studie mit 60 Patienten durch, bei der 

der Einsatz von Calcitonin eine signifikant bessere Wirkung zeigte als NSAR (115, 

116). Weitere Studien müssen dies jedoch bestätigen, um einen Vorteil gegenüber 

NSAR zu beweisen. 
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Fazit 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass zwar Präventivmaßnahmen existieren, 

diese jedoch nur die Auftretenswahrscheinlichkeit verringern können. Leiden die 

Patienten bereits unter heterotoper Ossifikation, so ist der operative Eingriff bislang die 

einzige Möglichkeit diese zu behandeln. Re-Operationen tragen allerdings ein 

erhöhtes Risiko von Komplikationen und Rezidiven von HO. 

 

 Tiermodelle 

Um den Pathomechanismus der Entstehung heterotoper Ossifikation zu verstehen und 

Behandlungskonzepte zu etablieren, sind Tiermodelle nötig. Diese Modelle müssen 

sicher reproduzierbar sein, eine hohe Inzidenz bezüglich der 

Auftretenswahrscheinlichkeit von HO bieten sowie eine Vergleichbarkeit mit dem 

Menschen aufweisen (117). Im Folgenden werden ausschließlich Modelle 

beschrieben, bei denen es sich um erworbene heterotope Ossifikation handelt.  

Achillessehnen-Modell 

Das erste Auftreten von heterotoper Ossifikation der Achillessehne wurde 1932 

beobachtet und führte circa 20 Jahre später zur Entwicklung des ersten Modells zur 

Provokation heterotoper Ossifikation (118, 119). Heute ist das Modell mehrfach 

weiterentwickelt und basiert auf einer Durchtrennung der Achillessehne mit einem 

scharfen Instrument ohne nachträgliche Sehnennaht und wird hauptsächlich an Ratten 

und Mäusen durchgeführt (120). Eine ausführlichere Ausarbeitung der Methode findet 

sich im Kapitel 4.2.3. 

Michelsson-Modell 

Michelsson et al. waren in der Lage 1980 in einem Tiermodell an Kaninchen heterotope 

Ossifikation des Musculus quadrizeps femoris durch eine Abfolge von Immobilisation 

und Manipulation zu provozieren (121). Hierbei wurde das Kniegelenk der Tiere für 

fünf Wochen mit einer Schiene sowie elastischen Binden immobilisiert. Einmal täglich 

wurden die Schienen entfernt und das Kniegelenk passiv und in vollem Ausmaß 

bewegt. Radiologisch zeigten alle Tiere heterotope Ossifikation im Muskelgewebe 

(122). Mehrere Autoren verwendeten in Folge dieses Modell für experimentelle 

Studien hinsichtlich einer HO-Prophylaxe, wobei die genaue Pathophysiologie unklar 
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bleibt sowie dementsprechend auch die Vergleichbarkeit auf den Menschen (123, 

124).  

BMP-Modell 

BMP-Modelle basieren auf Injektion oder chirurgische Implantation von Trägern, 

welche das bone morphogentic protein enthalten und dadurch eine Knochenbildung 

provozieren. Zunächst injizierten Levander et al. im Jahre 1938 Knochen in 

alkoholischer Lösung in die Oberschenkelmuskulatur von Tieren und konnten in knapp 

einem Viertel der Fälle die Bildung von Knorpel und Knochen beobachten (125). 

Nachdem Lacroix et al. 1945 durch Injektion mit Bestandteilen von Epiphysenknochen 

aus neu geborenen Kaninchen hämatopoetisches Knochenmark im Muskel wachsen 

lassen konnte, warf sich die Frage nach dem Vorhandensein osteoinduktiver Faktoren 

auf (126). Auf dieser Basis entwickelte sich die sog. Auto-Injektion von Urist et al. aus 

dem Jahr 1965, bei der demineralisierte Knochenmatrix injiziert wurde (41). Hierbei 

wurde festgestellt, dass Bildung und Zusammensetzung der heterotopen Ossifikation 

mit der natürlichen Knorpel- und Knochenbildung übereinstimmt (127). Daraufhin 

wurde das Modell für die Untersuchung der Induktion von Knochengewebe häufig 

verwendet, bis schließlich 1979 die aktive Komponente von Urist et al identifiziert und 

als bone morphogentic protein benannt wurde (42, 128). Mit der Extrahierbarkeit des 

Gens entwickelte sich das Modell sukzessive weiter. Das Protein kann nun isoliert 

direkt auf einem Träger operativ, oder die Expression durch genetische Implantation 

der codierenden Abschnitte über Viren sowie deren Plasmide, eingebracht werden. 

Aufgrund des hohen osteogenen Potentials wird hierbei in der Regel BMP Typ 2 oder 

4 verwendet (129, 130). An diesem Modell lässt sich die Pathogenese der 

Knocheninduktion heterotoper Genese sowie potenziell präventive Maßnahmen 

untersuchen. Des Weiteren zeichnet sich das Modell durch eine gute Reliabilität aus. 

Die Schwächen des BMP-Modells zeigen sich in der unphysiologisch hohen 

Konzentration an osteogenetischen Faktoren, wie auch in der lokalen Anwendung. Die 

Bildung heterotoper Ossifikation im Menschen ist ein vielschichtiger Prozess, bei dem 

neben lokalen Faktoren auch systemische einen relevanten Einfluss haben (131). 

Schneider Modell 

Im Jahr 1998 entwickelten Schneider et al. ein kliniknahes Modell zur Entstehung 

heterotoper Ossifikation, bei denen an Kaninchen das operative Trauma einer Hüft-

Endoprothetik nachempfunden wurde. Hierbei wurde unter anterolateralem Zugang 
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der Musculus gluteus maximus entlang der Muskelfasern aufgeteilt und der Markkanal 

des Femurs freigelegt. Entsprechend einer folgenden Implantation bei totaler 

Endoprothese erfolgte eine Aufweitung des Markkanals mittels eines Bohrers. In einer 

Kontrollgruppe wurde zusätzlich mittels Kocherklemme eine Ischämie des Musculus 

gluteus maximus und medius hervorgerufen. In beiden Gruppen zeigte sich eine hohe 

Inzidenz von heterotoper Ossifikation (132). Eine Übertragung des Modells auf andere 

Tierarten, insbesondere Ratten, erwies sich ebenfalls als möglich (133). Im Verlauf 

wurde dieses Modell häufig zur Erforschung von Pathogenese sowie zur 

Implementation präziser Präventionsmaßnahmen heterotoper Ossifikation nach Hüft-

TEP verwendet (134-136).  

Trauma Modell 

Bereits vor circa 100 Jahren begannen die ersten Bemühungen ein Modell zu 

entwickeln, welches durch reine Trauma-Induktion verlässlich heterotope Ossifikation 

hervorrufen kann (131). Nach mehreren Fehlversuchen einiger Autoren gelang es 

Tannous et al. einen Versuchsaufbau zu entwickeln, bei dem ein hoher Anteil der 

Versuchstiere HO entwickelt hatten. Hierbei handelt es sich um ein Explosions-

Amputations-Modell. Der unteren Extremität einer Maus wurde isoliert einer 

Explosionsverletzung distal einer vorgegebenen Amputationshöhe zugeführt. Durch 

eine spezielle Vorrichtung erlitt der restliche Körper des Tieres keinen Schaden (137). 

Dieses Modell spiegelt Kriegsverletzungen wider, bei denen in menschlichen 

Individuen eine hohe Inzidenz von heterotoper Ossifikation auftraten. Ein Vergleich der 

Gewebe von Ratten und Menschen nach Explosionstraumata ergab, dass ähnliche 

Konzentrationen an Signalmolekülen vorlagen. Ebenso waren die radiologischen 

Ergebnisse heterotoper Ossifikation vergleichbar. Das Modell der Explosions-

Traumata ist somit hinsichtlich dieser Ätiologie gut auf den Menschen übertragbar 

(138). 

Weitere Modelle 

Im weiteren zeitlichen Verlauf wurden Modelle entwickelt, bei denen eine Kombination 

aus dem BMP-, und Trauma Modell heterotope Ossifikation hervorruft, wobei der 

genaue Pathomechanismus bislang unklar bleibt (139). Des Weiteren wurden diverse 

Injektionsmodelle entworfen, bei denen verschiedenste Substanzen injiziert wurden, 

welche HO hervorrufen sollten. Darunter befanden sich unter anderem Azid-Alkohole, 
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sowie Calciumchlorid (140). Aufgrund der fraglichen klinischen Relevanz lassen sich 

diese Modelle allerdings nur stark eingeschränkt nutzen. 

 

2.2. Schädel-Hirn-Trauma 

  Definition 

Ein Schädel-Hirn-Trauma (SHT) wird definiert als veränderte Hirnfunktion oder andere 

Hirnpathologie, welche durch einen äußeren Reiz hervorgerufen wird. Mit einer 

jährlichen Inzidenz von über 50 Millionen Fällen weltweit, wobei von einer hohen 

Dunkelziffer ausgegangen werden muss, zählt das Schädel-Hirn-Trauma zu einer der 

häufigsten Ursachen von Morbidität und Mortalität in allen Altersgruppen. Männer sind 

in der Regel häufiger betroffen (141-143). Eingeteilt wird das Schädel-Hirn-Trauma 

zum einen nach der Art der Verletzung in ein offenes SHT mit defekter Dura mater, 

sowie ein geschlossenes SHT mit intakter Dura mater. Man unterscheidet zusätzlich 

stumpfe sowie penetrierende Verletzungen und fügte diesen beiden Mustern im 

Rahmen von Kriegsgeschehnissen Explosionsverletzungen zu, da diese aufgrund der 

Bildung von Druckwellen ein anderes Verletzungsmuster präsentieren (143). Weiterhin 

teilt man die Verletzung nach der Schwere ihres klinischen Erscheinungsbildes ein. 

Hierbei nutzt man die Glasgow Coma Scale (siehe Tabelle 1). Hierbei werden sowohl 

die motorischen als auch kognitiven Fähigkeiten des Patienten geprüft und eine 

Einteilung in mild (13-15), moderat (9-12) und schwer (<9) durchgeführt. Klinisch kann 

sich ein Schädel-Hirn-Trauma neben eines pathologischen GCS auch durch 

Krampfanfälle, Übelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen sowie Verhaltensauffälligkeiten 

präsentieren (144).  

 

Tabelle 1: Glasgow Coma Scale 
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  Primäre und Sekundäre Schädigung nach Schädel-Hirn-

Trauma 

Entsprechend der unterschiedlichen Pathophysiologie unterscheidet man primäre von 

sekundären Schäden nach SHT. Primäre Schäden treten direkt nach dem 

traumatischen Ereignis auf und betreffen neuronale Axone, Oligodendrozyten sowie 

Blutgefäße. Der Ort der Verletzung liegt bei direkter Gewalteinwirkung meist fokal an 

der Stelle des Traumas, wobei durch Kraftübertragung zusätzlich eine Verletzung auf 

der Gegenseite des Gehirns stattfinden kann. Hierbei spricht man von einer coup-

contre-coup-Verletzung. Auch eine diffuse Verletzung des Gehirns ist möglich, 

ursächlich ist hierbei meist ein Accelerations-Decelerations-Trauma (144). Primäre 

Schädigungen führen zum Untergang von Neuronen, Bildung von Ödemen und 

können Hirnblutungen auslösen (145). 

Initiiert vom primären Trauma führt das sekundäre Trauma über Stunden bis Jahre 

hinweg durch komplexe molekulare Mechanismen zur weiteren Neurodegeneration 

(siehe Abbildung 6) (146). Zentrale Punkte des Pathomechanismus sind die 

Schädigung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) sowie oxidativer Stress. Hierdurch werden 

unter anderem exzitatorische Neurotransmitter wie Glutamat und Aspartat 

ausgeschüttet, zusätzlich werden Mitochondrien geschädigt (147-149). Dies führt über 

komplexe Signalkaskaden zu einer erhöhten Freisetzung von Calcium, freien 

Radikalen und Stickstoffoxid, folglich zu apoptotischem Zelluntergang und damit zu 

einer weiteren Neurodegeneration (149-151). Zusätzlich erfolgt durch die defekte Blut-

Hirn-Schranke eine Invasion von aktivierten Immunzellen in das Parenchym des 

Gehirns und löst dort eine Neuroinflammation aus. Diese Leukozyten aktivieren das 

Komplementsystem und setzen Interleukine sowie Chemokine frei, welche den 

inflammatorischen Prozess wiederum verstärken können und einen programmierten 

Zelltod initiieren. Einige dieser Zytokine sind jedoch auch neuroprotektiv und für die 

Regeneration des betroffenen Areals von großer Bedeutung. (152, 153).  
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Abbildung 6: Molekulargenetische Prozesse nach Schädel-Hirn-Trauma (141) 

 

  Einfluss auf heterotope Ossifikation 

In einer multizentrischen Studie von Bargellesi et al. zeigten von den 689 

eingeschlossenen Patienten mit schwerem Schädel Hirn Trauma 13,6% heterotope 

Ossifikation von Gelenken. Diffuses Trauma, männliches Geschlecht, lange 

Komazeiten, die Notwendigkeit des Einsatzes maschineller Beatmung sowie 

Spastiken erhöhten das Risiko für HO (76). Neben der Bildung von heterotoper 
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Ossifikation nach Schädel-Hirn-Traumata zählt zusätzlich die Bildung von HO nach 

Wirbelsäulentrauma zu neurogener HO (NHO). Die ablaufenden Signalkaskaden 

ähneln denen der rein traumatischen HO stark, bestimmte Faktoren können jedoch 

durch neurogene Prozesse verstärkt werden. Einen Anteil trägt hierbei die geschädigte 

Blut-Hirn-Schranke. Hierüber können Zytokine aus dem Gehirn in den Kreislauf 

austreten und über komplexe Prozesse eine systemische Wirkung hervorrufen, wie 

beispielsweise heterotope Ossifikation (154). So konnte in Studien eine Erhöhung von 

HIF-1α bei begleitendem Schädel-Hirn-Trauma nachgewiesen werden (155). Dieser 

Wachstumsfaktor ist ein wichtiger Treiber im Rahmen der Angiogenese, welche 

wiederum essenziell für die Entwicklung von Knochen ist (55, 156). Der komplexe 

Pathomechanismus ist mit seinen gegenseitigen Wechselwirkungen noch nicht 

vollständig verstanden. Die bisherigen Studienergebnisse hierzu sind in Kapitel 6.2.1 

aufgeführt. 

 

  Ziel der Arbeit 

Ziel der Arbeit ist es die Substanz Echinomycin zu testen hinsichtlich ihrer hemmenden 

Wirkung auf die Bildung heterotoper Ossifikation. Da es sich bei der Substanz um 

einen Blocker der Angiogenese handelt wird zudem die Gefäßbildung zur Zeit der HO-

Bildung untersucht und zwischen den Gruppen verglichen. Schädel-Hirn-Traumata 

stehen im Verdacht heterotope Ossifikation zu verstärken. Da diese Traumata 

proangiogenetische Faktoren freisetzen liegt die Vermutung nahe, dass dies einer der 

entscheidenden Mechanismen ist. Die vorliegende Arbeit prüft dies und ergänzt, ob 

Echinomycin diesen Wirkmechanismus unterdrücken kann. Hiermit wäre Echinomycin 

nicht nur ein mögliches Medikament und bei Patienten heterotope Ossifikation zu 

verringern, sondern könnte ganz gezielt bei Patienten eingesetzt werden, die im 

Rahmen beispielsweise eines Polytraumas, zusätzlich ein Schädel-Hirn-Trauma 

erlitten. Die Verringerung heterotoper Ossifikation kann hierbei nicht nur die Mortalität 

senken, sondern auch die Lebensqualität der Patienten deutlich verbessern. 
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3. Material und Methoden 

3.1. Material 

  Tiere  

Zur Durchführung der Studie wurden männliche Mäuse der Gattung C57BL/6 (Charles 

River, Köln), auch „black 6“ genannt, verwendet. Die Entscheidung für männliche Tiere 

basiert auf einer in Studien nachgewiesen erhöhten Inzidenz für das Vorkommen von 

Osteoprogenitorzellen und damit auch von HO (72). Die Tiere wurden im Translational 

Animal Research Center (TARC) der Universitätsmedizin Mainz in standardisierten 

Käfigen zu maximal fünf Tieren untergebracht, mit einem zwölf Stunden Tag/Nacht-

Rhythmus und einer konstanten Temperatur von 21°C. Sie erhielten 

uneingeschränkten Zugang zu Trockenpellets und Wasser, eine Reinigung der Käfige 

fand wöchentlich statt. Studiendesign sowie Unterbringung, Untersuchungsmethoden 

und postoperative Betreuung erfolgten in Absprache und Zustimmung des zuständigen 

Ethik-Komitees (DE RLP 23 177-07 / G 15-1-095). 

Zum Zeitpunkt der Operation wogen die Mäuse im Mittelwert 24,5 g mit einer Spanne 

von 21,2 g bis 30,8 g und hatten ein Alter von acht bis zehn Wochen. 

Die Euthanasie erfolgte je nach Gruppenzugehörigkeit durch zervikale Dislokation 

nach inhalativer Sedierung mit Isofluran oder als Ausbluten im Rahmen der Perfusion 

mit Mikrofil unter subkutaner Vollnarkose. 

 

 Pharmazeutika 

Isoflurane (Florane®, Baxter, Deerfield Il, USA) Inhalation 

Medetomidine (Dorbene®, Pfizer, New York NY, USA) 0,5 mg/kg 

Midazolam (Dormicum®, Roche, Basel, Switzerland) 5 mg/kg 

Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, Johnson and Johnson, New Brunswick, NJ, USA) 0,05 

mg/kg 

Atipamezole (Antisedan®, Pfizer, New York NY, USA) 2,5 mg/kg 

Flumazenil (Anexate®, Roche, Basel, Switzerland) 0,5 mg/kg 
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Histoacryl® (B. Braun, Melsungen, Deutschland) 0,5 mg/kg 

Tramadol (Grünenthal GmbH, Aachen, Deutschland) 0,5 mg/ml Trinkwasser 

 

  Operationsmaterial 

MouseScrew RISystem, Davos Schweiz 

Controlled cortical impact, Universitätsmedizin Mainz 

  Bildgebende Diagnostik 

Röntgen 

Kleintier Röntgengerät MX20; Faxitron Bioptics LLC, Tucson, AZ, USA; mit 35kV bei 

einer Durchleuchtungszeit von fünf Sekunden 

Computertomographie 

Perfusion: Microfil® Perfusion; carver flow tech inc Carver, MA USA 

Micro-CT: Viva CT 80; Scanco Medical, Wangen-Brüttisellen, Schweiz 

 

  Bildbearbeitung und Auswertung 

ImageJ NIH; Bethesda, MD, USA 

Mimics Medical; Materialize, Leuven, Belgien 

SPSS-Software (Version 23) für MicMicrosoft; IBM, Armonk, NY, USA 

 

3.2. Methoden 

  Einteilung 

Die Mäuse wurden in acht Gruppen, je nach Art des Eingriffs unterteilt (siehe Abbildung 

7). In jeder dieser Gruppe wurden 15 Mäuse behandelt, wovon jeweils fünf Mäuse 

nach 5, 35 oder 56 Tagen abgesetzt und untersucht wurden. Hieraus ergaben sich 120 
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geplante Operationen. Die vorliegende Arbeit befasst sich ausschließlich mit der 

Versuchsgruppe nach Tenotomie. 

 

Abbildung 7: Einteilung der Versuchstiere im Studiendesign 

 

  Narkose und perioperatives Management 

Die Operationen wurden unter Vollnarkose durchgeführt. Zur Narkoseeinleitung wurde 

Isofluran inhalativ eingesetzt. Mit 0,05 mg/kg Fentanyl, 5 mg/kg Midazolam und 0,5 

mg/kg Medetomidin in Form einer subkutanen Applikation wurde die Narkose 

aufrechterhalten. Die Kontrolle des Zwischenzehen- und Schwanzspitzenreflexes 

diente der Überprüfung der gewünschten Narkosetiefe. Sobald die Reflexe erloschen 

waren erhielten die Mäuse einen Augenschutz mit Dexpanthenol-Salbe. Längere 

operative Eingriffe wurden auf einer Wärmematte durchgeführt um ein Auskühlen der 

Maus zu verhindern. Durch systematische Ohrlochung konnte die spätere Zuordnung 

der Versuchstiere gewährleistet werden. Zur Antagonisierung der Narkose applizierten 

wir 2,5 mg/kg Atipamezol und 0,5 mg/kg Flumazenil subkutan. Während der 

Aufwachphase wurden die Mäuse unter eine Wärmelampe gelegt und nach 

eigenständiger Mobilisation in ihre Box umgesetzt. Zur postoperativen 

Schmerztherapie wurden 0,5 mg/ml des Opioid-Analgetikums Tramadol ins 

Trinkwasser appliziert. Eine antiinflammatorische Therapie erfolgte nicht. Der 

Gesundheitszustand der Mäuse wurde durch Prüfung und Dokumentation von 
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Gewicht, Verhalten und Mobilität, sowie Belastung des operierten Beines geprüft. Die 

Kontrollen erfolgten an Tag 1,2,3,5,7,10,14 sowie im weiteren Verlauf wöchentlich.  

 Tenotomie 

Die Tenotomie der Achillessehne ist in der Literatur ein häufig genutztes Vorgehen zur 

Provokation von heterotoper Ossifikation im Mausmodell. Zur Operation wurde die 

Maus in Bauchlage gelagert und der rechte Unterschenkel und Fuß in Extension fixiert 

(siehe Abbildung 8a). Es erfolgte ein Hautschnitt lateral entlang der Achillessehne, 

welche daraufhin medial freigelegt und mit einem Schnitt durchtrennt wurde (siehe 

Abbildung 8b bis d). Eine Verletzung der benachbarten Sehne des M. tibialis posterior 

ist hierbei zu vermeiden. Das deutliche Auseinanderweichen der Sehnenanteile mit 

komplettem Verschwinden des proximalen Anteils weist auf eine vollständige 

Durchtrennung der Achillessehne hin (siehe Abbildung 8e). Abschließend wurde der 

Hautschnitt mit Einzelknopfnähten versorgt (siehe Abbildung 8f). 

 

 

c 

b a 

d 
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Abbildung 8: operative Tenotomie. a) laterale Schnittführung b) Sicht auf die Achillessehne c) Freipräparieren der 
Achillessehne d) Durchtrennung der Achillessehne e) Sichtkontrolle f) Verschluss durch Einzelknopfnähte 

 

 Schädel-Hirn-Trauma 

Ziel des operativen Vorgehens war ein möglichst einheitliches, gedecktes Schädel-

Hirn-Trauma ohne Eröffnung der Dura mater mit ausschließlicher Beteiligung der 

linken Hemisphäre zu provozieren. Hierzu wurde das Vorgehen mittels Trepanation 

und controlled cortical impact (CCI) gewählt (siehe Abbildung 9a). Die Maus wurde in 

Bauchlage in eine Fixations-Vorrichtung gebracht, die eine gute Stabilität des Kopfes 

durch Fixierung der Zähne und des Mastoides beidseitig erreicht (siehe Abbildung 9b). 

Über einen Hautschnitt entlang der Sagittalnaht wurde die linke Hemisphäre freigelegt, 

ein Abkratzen des Periostes mit dem Skalpell verhinderte das Einziehen und 

Verkleben in den Bohrer. Mittels eines glatten, 4 mm breiten Hohlbohrers konnte der 

Schnittrand auf dem Schädel lateral der Sagittalnaht, zwischen Sutura coronalis und 

Sutura lambdoidea, markiert werden (siehe Abbildung 9c und d). Diese Markierung 

wurde mit einem feinen Diamant-Gravierbohrer bis zur Dura nachgefahren, sodass der 

Schädelknochen abgenommen werden konnte (siehe Abbildung 9d bis f). Die Maus 

wurde in der Fixierung unter eine controlled cortical impact-Vorrichtung verbracht. 

Nach Aufbringen von Paraffin auf die Dura Mater, um ein Verkleben und damit 

Einreißen der harten Hirnhaut zu verhindern, wurde die Führung des Bolzens aufgelegt 

und der Bolzen mittels Druckluft 1 mm tief und mit einer Geschwindigkeit von 6,91 m/s 

bis 7,05 m/s abgeschossen (siehe Abbildung 9g). Die Verweilzeit des Bolzens betrug 

hierbei stets 200 ms. Nach dem Trauma konnten eine Schwellung des Gehirns, sowie 

leichtere Blutungen beobachtet werden (siehe Abbildung 9h). Die Schädelplatte wurde 

der Dura wieder aufgesetzt und mit Histoacryl® fixiert (siehe Abbildung 9i-k). Der 

Verschluss der Haut erfolgte mittels Einzelknopfnähten. 

f e 
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Abbildung 9: operative Beibringung eines Schädel-Hirn-Traumas a) controlled cortical impact b) Einspannen in 
Stabilisationsvorrichtung c) Hautschnitt und Markierung der Tepanationsstelle d) Freipräparierung e) Durchbohren 
der Trepanationsstelle f) Blick auf intakte Dura mater g) Positionierung des CCI-Gerätes h) Stillen der Blutung i) 
Aufbringung des abgenommen Schädelknochens j) Fixierung mittels Gewebekleber k) Blick auf verschlossenes 
Schädeldach  

 

  Echinomycin-Injektion 

Nach Protokoll wurde einem Anteil an Mäusen subkutan Echinomycin injiziert. Zur 

Stressreduktion erfolgte dies in der anhaltenden postoperativen Narkose, 

beziehungsweise im Versuchsverlauf unter inhalativer Narkose mit Isofloran. Mit 

einprozentiger Dimethylsulfoxid (DMSO)- Lösung wurde eine Verdünnung von 0,1 

mg/ml angesetzt. Injiziert wurden 1µg pro Gramm Maus. Um eine Manipulation durch 

das Tier zu verhindern erfolgte die Verabreichung im Bereich des oberen Rückens.  

 

  Bildgebende Diagnostik 

Röntgen 

Röntgenbilder wurden sowohl im Rahmen der chirurgischen Eingriffe, als auch in der 

Verlaufskontrolle angefertigt. Waren die Mäuse hierbei nicht bereits narkotisiert 

erhielten sie eine inhalative Kurznarkose mit Isofluran. Für die Röntgenaufnahmen 

verwendeten wir 35kV bei einer Durchleuchtungszeit von 5 Sekunden. 

j 

h 

k 

i 
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Micro-CT und Perfusion 

Um in den postmortalen Micro-CT-Aufnahmen die Gefäße sichtbar zu machen, wurde 

einem Teil der Mäuse Microfil® ins Gefäßsystem perfundiert. Hierzu wurden die Mäuse 

nach oben beschriebener Vorgehensweise tief narkotisiert und mittels Thorakotomie 

das Herz freigelegt. Über eine 16G Kanüle im linken Ventrikel wurde unter 

Zuhilfenahme eines Perfusors Microfil® mit einer Flussrate von 30 ml/h injiziert. Zum 

Ablaufen des Blutes aus dem Gefäßsystem wurde ein Schnitt in den rechten Ventrikel 

gesetzt. Die gelungene Perfusion konnte über die sichtbare Gelbfärbung der Gefäße 

spät versorgter Organe, wie beispielsweise der Leber überprüft werden (siehe 

Abbildung 10). Anschließend erfolgte die Abtrennung der zu untersuchenden 

Körperteile. Nach Fixierung in Histofix® wurden Micro-CT Bilder sowohl vor als auch 

nach Dekalzifikation mit Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), angefertigt. 

 

 

Abbildung 10: Tiere nach Perfusion mit Microfil® a) Situs b) Schädel 

 

 Digitale Auswertung 

Röntgenbilder  

Zur Auswertung der Röntgenbilder diente das Programm ImageJ. Um aus den 

vorliegenden JPEG Aufnahmen auswertbare Messungen gewinnen zu können, 

wurden zunächst alle Röntgenbilder der Studie, in denen Osteosynthesematerial 

sichtbar war, ausgemessen. Aus der geeignetsten Aufnahme wurde die bekannte 

Größe des Femurnagels auf die Menge der Pixel umgerechnet und somit eine Skala 

von 61,0936 pixel/mm für alle Röntgenaufnahmen erstellt (siehe Abbildung 11). Im 

a b 
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Anschluss wurden alle Röntgenbilder auf heterotope Ossifikation geprüft. Einer 

händischen Umrandung der Knochenneubildung und anschließenden Füllung konnte 

schließlich die Messung der Fläche durch das Programm folgen (siehe Abbildung 12). 

 

 

Abbildung 11: Erstellen einer Skalierung in Pixel/mm in ImageJ 

 

 

a 
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Abbildung 12: Röntgen des Unterschenkels von Versuchstier 58 am 56. Tag post-OP a) nativ b) nach Bearbeitung 

und Ausmessung mittels ImageJ 

 

Computertomographische Analyse 

Die µCT-Aufnahmen wurden unter Zuhilfenahme des Programms Materialise Mimics 

zu 3D Bildern rekonstruiert und Volumen- und Abstandsmessungen durchgeführt 

(siehe Abbildung 13). Zur Knochendarstellung diente eine automatisierte Detektion 

des Programms, bei der zugehörige Knochenteile markiert und ab 5039 Hounsfield 

unit (HU) codiert und rekonstruiert wurden. Die aufgrund der 

Kontrastmittelanreicherung mitdargestellten Gefäße erforderten eine händische 

Entfernung. Im Verlauf wurde die heterotope Ossifikation detektiert und einzeln 

markiert. Die dabei erfolgte Messung ergab das Volumen. Indem die HO-Anteile in 

einer zusätzlichen Untersuchung ab einem Minimum von 5000HU sowie ab einem 

Minimum von 9000HU markiert und rekonstruiert wurden, konnte durch einen 

Vergleich ein Rückschluss auf die unterschiedliche Dichte des neu gebildeten 

Knochens gezogen werden (siehe Abbildung 14). Die Gefäßdarstellung folgte der 

Dekalzifizierung der Beine mittels EDTA über ca. drei Wochen. Der Großteil des 

Knochens, oft mit Ausnahme der Fußknochen, wurde hierbei erfolgreich entfernt. Die 

Gefäßdarstellung erfolgte durch Markierung aller Anteile ab einer bestimmten 

Hounsfield unit, Thresholding, genannt. Hierbei wurde das Minimum auf 1500HU 

festgelegt, um eine Balance zwischen erfolgreicher Markierung der Gefäße bei einem 

Minimum an Artefakten zu erreichen. Ein endgültiges Entfernen der Artefakte erfolgte 

durch händische Markierung der Gefäße mit darauffolgender Darstellung aller damit 

b 
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über sechs Pixel verbundenen, über das Thresholding ausgewählten Anteile (siehe 

Abbildung 15). Hiernach wurde erneut eine Messung des gesamten Gefäßvolumens 

berechnet. Für die Anzahl der im Bereich der HO vorhandenen Gefäße wurde von der 

Ferse eine vier mm lange Linie nach proximal eingezeichnet und die Gefäße in der 

transversalen Ebene auf Höhe des Durchtrennungsortes der Achillessehne gezählt 

(siehe Abbildung 16). 

 

 

Abbildung 13: Schaltfläche Mimics Medical 

 

    

Abbildung 14: Unterschenkel von Versuchstier 27 nach Tag 56 post-OP a) 3D Rekonstruktion Knochen und Gefäße 
b) HO c) HO ab 9000 HU d) HO ab 5000 HU 

a b c d 
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Abbildung 15: Gefäßrekonstruktion des Unterschenkels von Versuchstier 27 a) initiale Aufnahme b) nach 

Artefaktbereinigung  

 

 

Abbildung 16: Gefäßmarkierung des Unterschenkels von Versuchstier 27 auf Höhe der Tenotomie 

 

a b 
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  Statistische Analyse 

Für die statistische Auswertung wurde neben einer deskriptiven Statistik eine Mann-

Whitney-U Testung für unabhängige Stichproben verwendet. Das Signifikanzniveau 

wurde auf einen p-Wert <0,05 festgelegt. Zur Durchführung der statistischen 

Untersuchung diente die Software SPSS (Version 23) für Microsoft.  
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4. Ergebnisse 

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Studie dargelegt. Neben 

Komplikationen des Versuchsaufbaus werden auch die deskriptiven und statistischen 

Auswertungen präsentiert. Diese beziehen sich auf den Einfluss von Echinomycin und 

Schädel-Hirn-Trauma auf Größe und Dichte heterotoper Ossifikation sowie die 

Angiogenese im Bereich der Läsion. 

Versuchsablauf 

In dieser Studie wurden insgesamt 63 Mäuse operiert. Drei Mäuse verstarben, wobei 

zwei Tiere intraoperativ durch fragliche Eröffnung der Dura mater am Schädel-Hirn-

Trauma und ein Tier nach Schädel-Hirn-Trauma am zweiten postoperativen Tag ohne 

klare Ursache verstarb. Die Versuchstiere wurden daraufhin ersetzt, sodass das 

Versuchsprotokoll entsprechend durchgeführt werden konnte. 

Kam es zu einem postoperativen Gewichtsverlust, insbesondere bei Versuchstieren 

mit kombiniertem Schädel-Hirn-Trauma, konnte nach dem spätestens zweiten 

postoperativen Tag unter normalem Ess- und Trinkverhalten eine 

Gewichtsnormalisierung und im weiteren Verlauf eine Gewichtszunahme beobachtet 

werden.  

Tenotomie 

Die Versuchstiere konnten das Bein unmittelbar postoperativ belasten. Komplikationen 

wie Infektionen oder Wunddeshiszenzen traten nicht auf. Bei einigen Tieren kam es 

direkt postoperativ zu einer Schwellung, welche sich in der Regel innerhalb eines 

Tages rückläufig zeigte. Spätere Komplikationen umfassten Schwellung und kleinere 

Wunden, die bei wenigen Tieren über mehrere Tage hinweg anhielten und am ehesten 

auf eine Fehlbelastung nach Tenotomie zurückzuführen sind. 

Schädel-Hirn-Trauma 

Das Zufügen des Schädel-Hirn-Traumas führte in zwei Fällen zu intraoperativem 

Versterben und waren mit ungewöhnlich starkem Trauma verbunden. Keines der Tiere 

zeigte bezüglich Mobilität und Verhalten neurologische Auffälligkeiten, welche auf das 

Schädel-Hirn-Trauma zurückzuführen wären. Allerdings entwickelte ein Tier im Verlauf 

an der Operationsstelle Abszesse, welche operativ revidiert und gespült werden 
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mussten. Hierbei wurden sowohl Narkose als auch postoperative Nachsorge 

entsprechend der üblichen Vorgangsweise durchgeführt. 

Echinomycin-Injektion 

Die Injektionen führten im Verlauf zunächst zu Verhärtungen an der Injektionsstelle, 

meist nach sieben bis vierzehn Tagen. Später bildeten sich verkrustete Ulzerationen 

aus, weshalb bei vier Tieren eine operative Revision erfolgen musste. 

 

4.1. Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf heterotope 

Ossifikation 

  Fläche im Röntgenbild 

Zunächst soll der Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Bildung und Größe 

heterotoper Ossifikation bei Tenotomien untersucht werden, wobei im Folgenden die 

Fläche der HO im Röntgenbild zu verschiedenen Zeitpunkten verglichen wird. Hierzu 

werden die Tiere selektiert, die kein Echinomycin erhalten haben. Betrachtet man die 

Ergebnistabelle (siehe Tabelle 2) und die deskriptive Statistik (siehe Tabelle 3) fällt 

auf, dass in der reinen Tenotomiegruppe bereits drei Tiere nach 28 Tagen und alle 

Tiere nach 35 Tagen HO gebildet hatten. Die Flächen heterotoper Ossifikation zeigen 

sich bei einer Standardabweichung von 0,3 sehr ähnlich. Bei zusätzlichem Schädel-

Hirn-Trauma wiesen die Tiere eine tendenziell spätere Bildung von heterotoper 

Ossifikation auf. Ein Versuchstier entwickelte keine ektope Knochenbildung, 

wohingegen ein Versuchstier eine besonders starke Ausprägung aufwies. Hieraus 

ergibt sich auch die hohe Standardabweichung von 1,33 zum Zeitpunkt von 56 Tagen. 

Um das prozentuale Wachstum zu vergleichen, werden die Tiere im Verhältnis von 

Tag 49 zu Tag 56 post-OP betrachtet, da hier alle Tiere, welche im Verlauf HO gebildet 

hatten, bereits ektope Knochenbildung im Röntgenbild manifestiert hatten. Mäuse 

ohne SHT zeigten eine Steigerung von 33,1%, Mäuse mit SHT (hierbei wurde das Tier 

ohne HO-Bildung herausgerechnet) von 64,9%. Vergleicht man die Fläche aller 

Versuchstiere nach Versuchsende wiesen die Tiere ohne begleitendes SHT 70,9% 

mehr HO auf als die Gruppe mit SHT.  
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Tabelle 2: Ergebnistabelle zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild 

 

 

Tabelle 3: Deskriptive Statistik zum Einfluss Schädel-Hirn-Traumata auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 

Tenotomie im Röntgenbild 

 

Betrachtet man die Verteilung der Flächen mittels Boxplots nach 35 sowie 56 Tagen 

(siehe Abbildung 19 und 20) sowie das Balkendiagramm (siehe Abbildung 21) über 

den zeitlichen Verlauf, so präsentiert sich auch hier eine größere Ausprägung der HO 

in den Gruppen ohne SHT. Auffallend sind zudem die sehr hohen 

Standardabweichungen in der Versuchsgruppe mit SHT. Dies liegt daran, dass 

Versuchstier 90 keine HO gebildet hat, das Tier 86 hingegen die stärkste des 

gesamten Versuchsaufbaus. Die folgenden Röntgenbilder zeigen dieses Tier im 

Vergleich zu Versuchstier 87, welches am nächsten am Mittelwert der Gruppe liegt 

(siehe Abbildung 17 und 18).  
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Abbildung 17: Röntgenbild des Unterschenkels von Versuchstier 87, Gruppe: Tenotomie mit SHT, Pfeil: heterotope 
Ossifikation 

 

 

Abbildung 18: Röntgenbild des Unterschenkels von Versuchstier 86, Gruppe: Tenotomie mit SHT, Pfeile: 
heterotope Ossifikation  

 

Die Boxplots in Abbildung 19 und 20 verstärken graphisch die Tendenz, dass Tiere mit 

begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Vergleich weniger Fläche an heterotoper 

Ossifikation im Röntgenbild präsentierten. Zu diesem Effekt trägt maßgeblich bei, dass 
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Versuchstier 86 als Ausreißer herausgerechnet wurde. Dieses Tier entstammt der SHT 

Gruppe und zeigte starke HO-Bildung. Man sieht zudem, dass die Gruppe mit 

begleitendem Schädel-Hirn-Trauma auch das Tier mit der geringsten Ausprägung von 

HO aufweist. In der Gruppe ohne Schädel-Hirn-Traumata wurde das Versuchstier mit 

ähnlich geringer HO jedoch als Ausreiser herausgerechnet. Durch diesen Effekt 

verstärkt sich optisch die geringere Bildung heterotoper Ossifikation im Röntgenbild. 

Im zeitlichen Verlauf (siehe Abbildung 21) sieht man eine deutlich abgeschwächte 

Kurve bezüglich der mittleren Fläche heterotoper Ossifikation unter begleitendem 

Schädel-Hirn-Trauma im Vergleich zu Tieren ohne.  

 

 

Abbildung 19: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild nach 35 Tagen 
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Abbildung 20: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP 

 

 

Abbildung 21: Balkendiagramm zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation 

nach Tenotomie im Röntgenbild 
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Stellt man nun die Hypothese auf, dass Schädel-Hirn-Traumata keinen Einfluss auf 

Inzidenz, aber möglicherweise auf die Ausprägung haben, kann man über Entfernung 

aller Versuchstiere ohne heterotope Ossifikation aus der Statistik einen neuen 

Vergleich anstellen. Auch hier sind im Folgenden die Verteilung der Fläche nach 35 

bzw. 56 Tagen im Boxplot (siehe Abbildung 22 und 23) sowie ein Balkendiagramm 

über die Mittelwerte des zeitlichen Verlaufs (siehe Abbildung 24) dargestellt. Hier zeigt 

sich eine Annäherung der beiden Gruppen bei weiterhin hoher Standardabweichung 

der Versuchstiere mit SHT. Zum Ende des Beobachtungszeitraumes wiesen Tiere 

ohne SHT eine 36,7% größere Fläche im Röntgenbild auf. Das Schädel-Hirn-Trauma 

hatte somit in dieser Studie einen hemmenden Einfluss auf Inzidenz und Ausprägung 

heterotoper Ossifikation. 

 

 

Abbildung 22: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild nach 35 Tagen post-OP unter Ausschluss von Tieren ohne HO-Bildung 
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Abbildung 23: Boxplot zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP unter Ausschluss von Tieren ohne HO-Bildung 

 

 

Abbildung 24: Balkendiagramm zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation 
nach Tenotomie im Röntgenbild unter Ausschluss von Tieren ohne HO-Bildung 
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Eine statistische Untersuchung mittels Mann-Whitney-U-Test für zwei unabhängige 

Stichproben wurde durchgeführt. Unter Bildung von Rangsummen wird eine 

asymptotische und eine exakte Signifikanz ermittelt, wobei bei einem n <30 der Fokus 

auf die exakte Signifikanz gelegt werden sollte. Die Nullhypothese nimmt an, dass es 

keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen gibt, wohingegen die 

Alternativhypothese einen signifikanten Unterschied der Ausprägung von HO unter 

den beiden Gruppen annimmt. Ein p von <0,05 wird angenommen. Die folgende 

Statistik wird einmal ohne Ausschluss der Versuchstiere durchgeführt, die keine 

ektope Knochenbildung zeigten (siehe Tabelle 4), sowie einmal mit entsprechendem 

Ausschluss (siehe Tabelle 5). In Tabelle 4 wird sowohl bei 35 als auch bei 56 Tagen 

ein p von 0,151 erreicht, in Tabelle 5 von 0,286. In beiden Fällen wird die 

Nullhypothese angenommen. Es kann kein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Versuchsgruppen festgestellt werden. Die p-Werte ohne das Herausrechnen 

von Tieren ohne HO Bildung haben nahezu eine Signifikanz erreicht bezüglich einer 

Hemmung heterotoper Ossifikation unter Schädel-Hirn-Traumata. 

 

 

Tabelle 4: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation 
nach Tenotomie im Röntgenbild 
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Tabelle 5: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Fläche heterotoper Ossifikation 
nach Tenotomie im Röntgenbild unter Ausschluss der Tiere ohne HO-Bildung 

 

  Volumen und Dichte in der µCT 

Im Folgenden wird der Einfluss von Schädel-Hirn-Traumata auf Volumen und Dichte 

mithilfe der µCT-Analysen betrachtet. Jeweils zwei Versuchstiere aus den 

verschiedenen Gruppen wurden zufällig ausgewählt und analysiert (siehe Tabelle 6). 

In beiden Versuchsgruppen gab es kein Tier, welches bereits nach fünf Tagen 

heterotope Ossifikation ausgebildet hat (Gruppen AT5 und CT5). Allerdings 

präsentierte Versuchstier 22, welches kein SHT erhalten hatte, bereits nach 21 Tagen 

HO. In der graphischen Darstellung zeigt sich, dass ein zusätzliches SHT keinen 

verstärkenden Effekt auf Volumen oder Dichte hatte (siehe Abbildung 25). Aufgrund 

der niedrigen Fallzahl sind diese Ergebnisse jedoch eingeschränkt zu beurteilen. 
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Tabelle 6: Ergebnistabelle zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Volumen und Dichte heterotoper Ossifikation 
nach Tenotomie in der µCT 

 

 

Abbildung 25: Balkendiagramm zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Volumen und Dichte heterotoper 
Ossifikation nach Tenotomie in der µCT 
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  Angiogenese in der µCT 

Neben der Analyse von Volumen und Dichte erfolgte die Messung der Gesamt-

Gefäßvolumina (connectivity fill), sowie der Gefäßquerschnitte auf Höhe der 

Tenotomie (siehe Tabelle 7). Da bei einigen Versuchstieren zu Beginn die Füllung mit 

Kontrastmittel nur unzureichend gelang, wurden diese aus der Analyse 

herausgenommen.  

 

 

Tabelle 7: Ergebnistabelle zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf Angiogenese nach Tenotomie in der µCT 

 

Aus den Ergebnissen der Tabelle 8 und 9 lässt sich ablesen, dass bei Versuchstieren 

mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma sehr ähnliche Ergebnisse bezüglich der 

Gesamtvolumina im Vergleich zur Gruppe ohne SHT erreicht wurden. Im Querschnitt 

weisen diese Tiere auf Höhe der Tenotomie circa die doppelte Anzahl an Gefäßen auf.  

 

 

Tabelle 8: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Gesamtvolumina der Gefäße nach 
Tenotomie in der µCT 
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Tabelle 9: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf die Anzahl der Gefäße im Querschnitt 
nach Tenotomie in der µCT 

 

In den folgenden Abbildungen 26 bis 29 werden alle Tiere der 56 Tage Gruppe 

dargestellt bei denen eine CT-Untersuchung durchgeführt wurde. In der ersten 

Aufnahme sieht man die Gesamtaufnahme, gelb und mit Pfeil markiert stellt sich die 

heterotope Ossifikation dar. Das zweite Bild zeigt die reine Gefäßdarstellung des 

Unterschenkels und das letzte Bild einen Querschnitt der CT-Aufnahme auf Höhe der 

Tenotomie, gelb markiert sind die angeschnittenen und mit Kontrastmittel gefüllten 

Gefäße. Die Tiere 26 und 27 erlitten im Gegensatz zu den Tieren 86 und 88 kein 

zusätzliches Schädel-Hirn-Trauma. Im optischen Vergleich fällt auf, dass die beiden 

Tiere ohne SHT ausgeprägte heterotope Ossifikation gebildet haben (siehe Pfeile 

Abbildung 26-29), im Gesamtbild sowie im Querschnitt jedoch scheinbar weniger 

Gefäßbildung hatten. Versuchstier 86 zeigte ebenso viel HO-Bildung und begleitend 

auch sehr viele Gefäße. Im Querschnitt auf Höhe der Läsion weist dieses Tier im 

Vergleich zu den anderen die stärkste Angiogenese auf. Tier 88 hat zwar eine 

ausgeprägte Angiogenese im Gesamtbild sowie im Querschnitt, bildete insgesamt 

jedoch das geringste Knochenvolumen. Aus den Aufnahmen scheint das Schädel-

Hirn-Trauma zu einer stärkeren Angiogenese zu führen, welche allerdings nicht 

zwingend von einer stärkeren ektopen Knochenbildung begleitet wird. 
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Abbildung 26: Versuchstier 26, Gruppe: Tenotomie ohne SHT; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und 
Querschnitt 

 

 

Abbildung 27: Versuchstier 27, Gruppe: Tenotomie ohne SHT; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und 

Querschnitt 
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Abbildung 28: Versuchstier 86, Gruppe: Tenotomie mit SHT; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und 
Querschnitt 

 

 

Abbildung 29: Versuchstier 88, Gruppe: Tenotomie mit SHT; Pfeil: heterotope Ossifikation; Gefäßdarstellung und 
Querschnitt 
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4.2. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation 

  Fläche im Röntgenbild 

Der Einfluss von Echinomycin auf Tenotomien wird zunächst nur bei Tieren ohne 

zusätzliches Schädel-Hirn-Trauma dargestellt. In den Röntgenbildern konnte bei 

keinem Versuchstier vor Tag 28 heterotope Ossifikation diagnostiziert werden. 

Aufgrund technischer Schwierigkeiten konnte auf die Aufnahmen von Tag 28 der 

Behandlungsgruppe nicht mehr zurückgegriffen werden. Anhand der Tabelle 10 ist 

jedoch bereits zu erkennen, dass zwei der behandelten Mäuse am 35. Tag noch keine 

heterotope Ossifikation entwickelt hatten. Zum Versuchsende wiesen alle 

Versuchstiere HO auf. 

 

 

Tabelle 10: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie 
im Röntgenbild 

 

Die Ergebnisse aus Tabelle 11 verdeutlichen, dass, bei geringer Standardabweichung, 

zu jedem Zeitpunkt in der Behandlungsgruppe geringere Flächen an ektoper 

Ossifikation gemessen wurden. Die Tiere ohne Echinomycingabe präsentierten 

röntgenologisch zum Versuchsende 48,1% mehr HO. Neben der niedrigeren 

Gesamtausprägung zeigt sich auch eine Abflachung des Wachstums unter 

Behandlung mit Echinomycin. Vergleicht man hier das prozentuale Wachstum 

zwischen Tag 49 und 56 postoperativ, dem Zeitpunkt, ab dem alle Tiere HO gebildet 

hatten, erhält man für die Kontrollgruppe einen Wert von 33,1%, für die 

Behandlungsgruppe von 22,4%. Eine Bildung heterotoper Ossifikation konnte somit 

zwar nicht verhindert, jedoch deutlich abgeschwächt werden.  
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Tabelle 11: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild  

 

Die Abbildungen 30 bis 32 verdeutlichen die verminderte Bildung von HO. Das 

Herausrechnen der Ausreiser in den Boxplots verstärkt diesen Effekt nochmals. Hier 

sieht man, dass nach 35 Tagen post-OP in der Behandlungsgruppe teilweise noch 

keine HO entstanden war, während die Kontrollgruppe bereits ausgeprägt HO aufwies. 

Zwar entwickelten die Tiere nach 56 Tagen alle HO, die Ausprägung mit Behandlung 

von Echinomycin zeigt sich im Boxplot allerdings deutlich gemindert. Betrachtet man 

das Balkendiagramm fällt eine Abschwächung des Wachstums insbesondere vom 49. 

auf den 56. postoperativen Tag auf. Hier zeigt sich kaum noch eine 

Größenprogredienz der ektopen Knochenbildung. 



52 
 

 

 

Abbildung 30: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im 
Röntgenbild nach 35 Tagen post-OP 

 

 

Abbildung 31: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie im 
Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP 
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Abbildung 32: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild 

 

Eine statistische Auswertung der unabhängigen Stichproben mittels Mann-Whitney-U-

Test erfolgte mit einem gesetzten p < 0,05. Die Nullhypothese besagt, dass die 

Behandlung mit Echinomycin keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe 

aufweist. Liegt ein p<0,05 vor, so wird diese verworfen und die Alternativhypothese 

angenommen, welche besagt, dass Echinomycin die Bildung heterotoper Ossifikation 

signifikant reduziert. Die Auswertung erfolgte sowohl für einen frühen Zeitpunkt nach 

35 Tagen, sowie den letzten Zeitpunkt vor Absetzen der Versuchstiere nach 56 Tagen 

post-OP. Wie in Tabelle 12 zu sehen, wird die Nullhypothese nach 35 Tagen mit einem 

p von 0,056 angenommen, nach 56 Tagen mit einem p von 0,016 verworfen. 

Echinomycin wirkt sich damit im Verlauf signifikant auf die Flächenreduktion 

heterotoper Ossifikation im Röntgenbild aus.  
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Tabelle 12: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie im Röntgenbild 

 

  Volumen und Dichte in der µCT 

Zur Beurteilung der Dichte wurden zufällig zwei Tiere aus den jeweiligen Gruppen 

entsprechend des Versuchsprotokolls mittels µCT-Analysen untersucht (siehe Tabelle 

13). Bei Versuchstier 57 aus der Gruppe mit begleitender Gabe von Echinomycin kam 

es zu einer fehlerhaften Messung in der µCT, was zu fehlerhaften Angaben der 

Hounsfield unit führte. Eine Bewertung kann daher nicht stattfindet. Bei dem 

verbliebenen Versuchstier der Behandlungsgruppe zeigte sich geringe HO. In einer 

manuellen Anfärbung der HO von Versuchstier 57 ergab sich eine Fläche von 0,12 

mm² welche am ehesten dem Volumen bei 5000 HU entspricht. Aufgrund der 

Messungenauigkeit wird dieses Tier jedoch für die Berechnung ausgeschlossen. Die 

Tendenz würde jedoch eine niedrigere Bildung von HO in der Behandlungsgruppe 

stützen. Bedingt durch die geringe Fallzahl sind diese Beobachtungen nur 

eingeschränkt zu beurteilen.  
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Tabelle 13: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und Dichte heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie in der µCT 

 

Betrachtet man den Unterschied graphisch dargestellt zeigt sich eine starke Reduktion 

heterotoper Ossifikation durch den Einsatz von Echinomycin (siehe Abbildung 33). 

Bezüglich der Dichte weist das Tier mit Behandlung einen niedrigeren Dichtefaktor auf.  

 

 

Abbildung 33: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und Dichte heterotoper Ossifikation 
nach Tenotomie in der µCT 
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  Angiogenese in der µCT 

Entsprechend des Versuchsprotokolls wurden Gesamtvolumina der Gefäße 

(connectivity fill) sowie Gefäßanzahl auf Höhe der Tenotomie gemessen und zwischen 

den Versuchstieren mit und ohne Echinomycin verglichen (siehe Tabelle 14). Erneut 

mussten Tiere aufgrund der anfänglich unzureichenden Transfusion von Kontrastmittel 

aus der Analyse ausgeschlossen werden.  

 

 

Tabelle 14: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Angiogenese nach Tenotomie in der µCT 

 

Die gemessenen Werte wiesen insbesondere ab dem Zeitpunkt der HO-Bildung starke 

Unterschiede auf und die Ergebnisse sind aufgrund der entsprechend hohen 

Standardabweichung nur eingeschränkt zu beurteilen. Insgesamt präsentierten die 

Tiere mit Gabe von Echinomycin leicht höhere Gesamt-Gefäßvolumina, sowie Gefäße 

im Querschnitt auf (siehe Tabelle 15 und 16). 

 

 

Tabelle 15: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Gesamtvolumina der Gefäße nach 

Tenotomie in der µCT 
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Tabelle 16: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Anzahl der Gefäße im Querschnitt nach 
Tenotomie in der µCT 

 

Die folgenden Abbildungen 34 bis 37 zeigen die µCT-Aufnahmen aller Mäuse nach 56 

Tagen postoperativ nach bildmorphologischer Aufarbeitung. Die erste Graphik zeigt 

die Gesamtaufnahme, die heterotope Ossifikation ist hierbei gelb und mit Pfeilen 

markiert. Die nächste Graphik stellt die reine Gefäßdarstellung nach Dekalzifizierung 

des Knochens dar, in der letzten Graphik die CT-Aufnahme im Querschnitt auf Höhe 

der Tenotomie. Gelb markiert sind hierbei die kontrastmittelgefüllten Gefäße. 

Versuchstier 34 und 35 erhielten kein Echinomycin und bildeten am stärksten 

heterotope Ossifikation aus.Tier 35 zeigte hierunter eine geringe Ausbildung von 

Gefäßen, sowohl insgesamt als auch im Querschnitt. Das Versuchstier 34 weist die 

stärkste HO-Bildung unter ausgeprägter Vaskularisierung auf. Betrachtet man die 

Tiere 36 und 37 welche Echinomycin erhalten hatten, so lässt sich beobachten, dass 

beide deutlich geringere Volumina an heterotoper Ossifikation ausgebildeten. 

Versuchstier 36 zeigt viele Gefäße im gesamten Unterschenkel, jedoch nur mäßig 

viele im Querschnitt. Es weist die geringste HO auf. Bei Tier 37 hingegen wurden sehr 

wenige Gefäße des Unterschenkels dargestellt, im Querschnitt auf Höhe der 

Tenotomie hingegen die größte Anzahl der hier untersuchten Fälle. Insgesamt lässt 

sich zeigen dass die Versuchstiere mit EC-Gabe geringere HO-Bildung, jedoch 

unterschiedliche Vaskularisationen aufzeigten. 
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Abbildung 34: Versuchstier 26, Gruppe: Tenotomie ohne Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation; 

Gefäßdarstellung und Querschnitt 

 

 

Abbildung 35: Versuchstier 27, Gruppe: Tenotomie ohne Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation; 
Gefäßdarstellung und Querschnitt 
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Abbildung 36: Versuchstier 57, Gruppe: Tenotomie mit Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation, 
Gefäßdarstellung und Querschnitt 

 

 

Abbildung 37: Versuchstier 58, Gruppe: Tenotomie mit Echinomycin; Pfeil: heterotope Ossifikation, 
Gefäßdarstellung und Querschnitt 
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4.3. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation 

unter Schädel-Hirn-Trauma 

  Fläche im Röntgenbild 

Betrachtet man den folgenden Vergleich von Versuchstieren mit begleitendem 

Schädel-Hirn-Trauma zur Behandlungsgruppe mit zusätzlich wöchentlicher Gabe von 

Echinomycin, so lässt sich in Tabelle 17 herauslesen, dass ein Versuchstier bereits 

nach 21 Tagen ektope Knochenformationen aufwies. Dieses Tier stammt aus der 

Gruppe mit Echinomycin-Behandlung. Die erste Maus aus der Kontrollgruppe zeigte 

nach 28 Tagen die erste heterotope Ossifikation. Auffallend ist auch, dass in der 

Behandlungsgruppe Versuchstier 119 zunächst eine kleine Verdichtung im 

Röntgenbild entsprechend HO präsentierte, diese jedoch im Verlauf verschwand 

(siehe Abbildung 38). Dieses Tier entstammt der Gruppe mit EC-Gabe. Des Weiteren 

gab es in beiden Gruppen jeweils ein Versuchstier, welches im Verlauf keine 

heterotope Ossifikation gebildet hat. 

 

 

Tabelle 17: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie 
mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild 
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Abbildung 38: Versuchstier 119, Gruppe: Tenotomie mit SHT und Echinomycin; oben: 49. Tag post-OP unten: 56. 

Tag post-OP; Pfeil: oben: HO, unten: keine HO mehr sichtbar 

 

Aus den Ergebnissen der Tabelle 18 lässt sich in der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 

0,925 mm² mit einer hohen Standardabweichung berechnen, da ein Tier keine HO 

gebildet hatte, ein anderes Tier hingegen sehr stark. Die Standardabweichung in der 

Behandlungsgruppe liegt deutlich niedriger. Mit einem Maximum von 1,34 mm² und 

einem Mittelwert von 0,403 mm² zeigt sich eine geringere Ausprägung heterotoper 

Ossifikation. Zum Ende des Beobachtungszeitraumes wiesen die Tiere ohne 

Behandlung mit Echinomycin 43,6% mehr heterotope Ossifikation auf. Betrachtet man 

die Mittelwerte im zeitlichen Verlauf, kann man eine deutlich flachere Zunahme der 
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ektopen Knochenbildung in der Behandlungsgruppe beobachten. Vergleicht man 

hierbei erneut die Zunahme zwischen Tag 49 und 56 post-OP stieg die Fläche in der 

Gruppe ohne Behandlung um 64,9% an, in der Behandlungsgruppe nur um 19,4%. 

Zusätzlich kam es zu einer zwischenzeitlichen Abnahme, was die Entwicklung des 

Versuchstieres mit der Nummer 119 widerspiegelt (siehe Abbildung 38). Die anderen 

Tiere in der Gruppe bildeten erst nach 49 Tagen heterotope Ossifikation aus.  

 

 

Tabelle 18: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild 

 

Nach Herausrechnen der Ausreißer im Vergleich der Tage 35 und 56 post-OP in den 

Boxplots wird die geringere Bildung heterotoper Ossifikation, insbesondere in der 

frühen Phase mit der Gabe von Echinomycin deutlich (siehe Abbildung 39 und 40). In 

der graphischen Darstellung mittels Balkendiagramm wird sowohl die hohe 

Standardabweichung, insbesondere der Kontrollgruppe, als auch die 

zwischenzeitliche Abnahme der heterotopen Ossifikation in der Behandlungsgruppe 

deutlich (siehe Abbildung 41). 
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Abbildung 39: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit 
begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild nach 35 Tagen post-OP 

 

 

Abbildung 40: Boxplot zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach Tenotomie mit 
begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild nach 56 Tagen post-OP 
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Abbildung 41: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild  

 

Führt man auch hier eine statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney-U-Test 

durch, so gilt für die Nullhypothese, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen 

der Gruppe, die nur eine Tenotomie mit begleitendem SHT erhalten hatte und der 

Gruppe, welche zusätzlich mit Echinomycin therapiert wurde, gibt (siehe Tabelle 19). 

Auch hier wurde ein p von <0,05 als Signifikanzniveau festgelegt. Sowohl für die 

Fläche nach 35 Tagen mit einem p von 0.69 als auch nach 56 Tagen mit einem p von 

0,548 wird die Nullhypothese beibehalten.  
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Tabelle 19: Mann-Whitney-U-Test zum Einfluss von Echinomycin auf die Fläche heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma im Röntgenbild 

 

  Volumen und Dichte in der µCT 

Betrachtet man in Tabelle 20 die Volumina und Dichten der gebildeten heterotopen 

Ossifikation in der µCT, so fällt zunächst auf, dass eines der zufällig gewählten 

Versuchstiere der Behandlungsgruppe keine ektope Knochenbildung gebildet hat. Die 

beiden Tiere der Kontrollgruppe hatten eine sehr unterschiedlich starke Ausprägung 

von HO. Auffallend ist jedoch, dass in beiden Fällen die Dichte höher war als bei der 

Behandlungsgruppe. Die Volumina lagen für beide HU-Angaben unter Therapie mit 

Echinomycin deutlich niedriger. Graphisch spiegeln sich diese Ergebnisse in 

Abbildung 42 wider. Aufgrund der geringen Fallzahl sind diese Beobachtungen jedoch 

nur eingeschränkt beurteilbar.  
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Tabelle 20: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und Dichte heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma in der µCT 

 

 

Abbildung 42: Balkendiagramm zum Einfluss von Echinomycin auf Volumen und Dichte heterotoper Ossifikation 

nach Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma in der µCT 
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  Angiogenese in der µ-CT 

Im Folgenden wurden die Tiere hinsichtlich der Angiogenese verglichen, wobei erneut 

ein Versuchstier aus der Analyse aufgrund der unzureichenden Füllung mit 

Kontrastmittel ausscheiden musste. Dieses Tier entstammt aus der Kontrollgruppe. In 

Tabelle 21 zeigt die einzelnen Werte der Versuchsgruppe aufgelistet. 

 

 

Tabelle 21: Ergebnistabelle zum Einfluss von Echinomycin auf die Angiogenese heterotoper Ossifikation nach 
Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma in der µCT 

 

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen sind auch diese Ergebnisse nur eingeschränkt zu 

beurteilen, allerdings zeigt sich in der Tendenz insbesondere zu späteren Zeitpunkten, 

dass Tiere mit Echinomycin-Behandlung weniger Gesamtvolumen an Gefäßen 

aufweisen. Betrachtet man hierbei in Tabelle 22 den Beobachtungszeitraum nach 56 

Tagen, präsentierten die Tiere mit Schädel-Hirn-Trauma ohne Therapie 57,2% mehr 

HO. Auch im Querschnitt der Gefäße zeigt sich in Tabelle 24, dass Tiere ohne 

Behandlung im Schnitt fast zehn Gefäße mehr aufwiesen. Dies ist ein Hinweis auf 

Reduktion der Angiogenese unter Echinomycin-Gabe.  

 

Tabelle 22: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Gesamtvolumina der Gefäße nach 

Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma in der µCT 
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Tabelle 23: Deskriptive Statistik zum Einfluss von Echinomycin auf die Anzahl der Gefäße im Querschnitt nach 
Tenotomie mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma in der µCT 

 

Die folgenden Abbildungen 43 bis 46 zeigen die µCT-Aufnahmen aller Mäuse der 

Versuchsgruppe nach 56 Tagen postoperativ nach bildmorphologischer Aufarbeitung. 

Die erste Graphik zeigt die Gesamtaufnahme, die heterotope Ossifikation ist hierbei 

gelb und mit Pfeilen markiert. Die nächste Graphik stellt die reine Gefäßdarstellung 

nach Dekalzifizierung des Knochens dar, in der letzten Graphik die CT-Aufnahme im 

Querschnitt auf Höhe der Tenotomie. Gelb markiert sind hierbei die 

kontrastmittelgefüllten Gefäße. Betrachtet man die Ergebnisse bildlich lässt sich ein 

deutlicher Unterschied wahrnehmen. Im Folgenden werden die Tiere aus der Gruppe 

der 56 Tage alten Mäuse miteinander verglichen. Es handelt sich um die Tiere 86 und 

88, die kein Echinomycin erhalten haben sowie um Tier 117 und 119. Betrachtet man 

zunächst die Bildung heterotoper Ossifikation so fällt auf, dass Tier 86 aus der Gruppe 

ohne Echinomycin-Behandlung sowohl die stärkste Ausprägung von HO aufwies als 

auch die meisten Gefäße ausgebildet hatte. Versuchstier 88 bildete zwar nur eine 

kleine ektope Knochenformation auf, zeigte jedoch auch im Vergleich zur 

Behandlungsgruppe viele Gefäße auf. Die beiden Tiere aus der Behandlungsgruppe 

zeigten weniger Gefäßvolumina sowie eine geringere Anzahl an Gefäßen im 

Querschnitt. Tier 117 bildete hierunter ausgeprägte HO, während Tier 119 keine 

ausbildete. 
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Abbildung 43: Versuchstier 86, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma ohne Echinomycin; Pfeil: heterotope 
Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt 

 

 

Abbildung 44: Versuchstier 88, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma ohne Echinomycin; Pfeil: heterotope 

Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt 
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Abbildung 45: Versuchstier 117, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma und Echinomycin; Pfeil: heterotope 
Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt 

 

 

Abbildung 46: Versuchstier 119, Gruppe: Tenotomie mit Schädel-Hirn-Trauma mit Echinomycin; Pfeil: heterotope 
Ossifikation; Gefäßdarstellung und Querschnitt 
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5.  Diskussion 

5.1. Methoden und Vorgehensweise 

Nachfolgend werden die einzelnen Methoden hinsichtlich der Gütekriterien 

Objektivität, Reliabilität sowie Validität beurteilt sowie im Kontext der aktuellen 

Forschung betrachtet. 

 

  Versuchsaufbau 

Im Rahmen der Versuche wurden insgesamt 60 Tiere operiert. Bezüglich der 

Beurteilung heterotoper Ossifikation konnten abschließend nur die Tiere ausgewertet 

werden, welche erst nach 56 Tagen abgesetzt wurden. Dies lag zum einen an der 

späten Bildung heterotoper Ossifikation zum anderen wurde der Aufbau zusätzlichen 

Proteinanalysen angepasst, welche nicht Bestandteil der vorliegenden Dissertation 

sind. Die Bildung der drei Untergruppen ermöglicht zum einen die Untersuchung der 

Faktoren Echinomycin, Schädel-Hirn-Trauma sowie deren Kombination, verringert 

jedoch die Fallzahl deutlich. Hierdurch lassen sich Tendenzen und die Eignung der 

einzelnen Vorgehensweisen sehr breit darstellen, die statistische Auswertbarkeit sinkt 

hingegen.  

 

  Achillessehnen -Tenotomie  

Schon seit vielen Jahren wird die Methode der Achillessehnen-Tenotomie zur 

Provokation heterotoper Ossifikation genutzt (118, 119). Heute ist das Modell 

mehrfach weiterentwickelt. Mit einer Inzidenz von 60% nach fünf Wochen und 100% 

nach zehn Wochen bei Mäusen zeichnet sich dieses Modell als effektiv, kostengünstig 

und leicht durchzuführen aus (120). Häufig verwendet wird es, um präventive 

Maßnahmen und Therapien zu Reduktion oder Vermeidung heterotoper HO zu prüfen. 

Allerdings ist HO im Bereich der Achillessehne beim Menschen eher selten, der 

Pathomechanismus der Entstehung ungeklärt und das Modell daher für Studien 

bezüglich der Übertragbarkeit auf den Menschen nur eingeschränkt geeignet (157). 

Auch im Rahmen dieser Studie zeigte sich die Durchführung als einfach und effektiv. 

Als auswertbar erwiesen sich allerding nur die Tiere mit acht Wochen 



72 
 

Beobachtungszeitraum. Die Tiere mit Absetzzeitpunkt von fünf Tagen zeigten keinerlei 

heterotope Ossifikation, aus der Gruppe der Tiere mit 21 Tagen bildete nur ein Tier 

HO. Von den 20 Tieren die einen Beobachtungszeitraum von 56 Tagen hatten konnte 

bei insgesamt 17 HO nachgewiesen werden. Von den drei Tieren ohne heterotope 

Ossifikation stammen zwei aus der Behandlungsgruppe mit Echinomycin. 

 

  Controlled cortical impact 

Seit über 100 Jahren werden Modelle entwickelt, um ein reproduzierbares Schädel-

Hirn-Trauma hervorzurufen. Neben Traumata, die durch das Fallenlassen eines 

Gewichtes, einer Sprengung oder Druck durch Flüssigkeitskompression hervorgerufen 

werden, gibt es das controlled cortical impact Modell. Hierbei wird über eine stabile 

Konstruktion ein Kolben auf die freigelegte Hirnhaut aufgebracht und ein Bolzen 

pneumatisch ausgelöst. Neuere Entwicklungen nutzen einen elektromagnetischen 

Mechanismus, welcher den Versuchsaufbau vereinfacht. Die Parameter Tiefe, 

Verweildauer sowie Kraft können bei beiden Mechanismen reguliert und 

reproduzierbar angewendet werden (158). Diese vielfach gut bewährte Methode 

haben wir für unsere Versuche genutzt und konnten nahezu identische Parameter 

bezüglich des ausgelösten SHT messen. Die Prozedur erfordert jedoch eine 

zusätzliche Kraniotomie, weshalb der Zeitaufwand mit 30-60 min pro Versuchstier 

nötig ist. In Rahmen unserer Studie verstarben 2 Tiere während der Prozedur. Hierbei 

fand ein Wechsel des Operateurs statt. Wir vermuten hierbei ein tieferes Aufdrücken 

des Kolbens mit Verletzung der Dura mater und empfehlen den Versuchsablauf so zu 

gestalten, dass eine Person das controlled cortical impact Gerät anwendet. So kann 

das Auflegen des Kolbens auf die Dura mater identischer gestaltet werden und die 

Versuchsergebnisse bleiben unverfälscht.  

 

  Echinomycin-Injektion 

Die Injektion mit Echinomycin subkutan zeigte sich als unkompliziertes und für die 

Tiere maßgeblich stressfreies Verfahren, da wir für den Zeitpunkt die Nachwirkphase 

der Inhalationsnarkotika nach Röntgenkontrolle nutzen konnten. Die Dosierung wurde 

nach entsprechender Literaturrecherche verwendet. Die LD50, also die Dosierung bei 
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der 50% der Tiere verstirbt liegt bei Mäusen bei 12,3 mg/kg Körpergewicht (159). Bei 

einer Dosierung von 10 mg/kg Körpergewicht wurden vermehrt Leberschädigungen 

nachgewiesen, eine Dosis von 5 mg/kg Körpergewicht zeigte sich unauffällig (160). 

Wir lehnten unser Vorgehen einer Studie von Zimmerman et al. aus dem Jahre 2013 

an und nutzen eine Dosierung von 0,3 mg/kg Körpergewicht, verdünnt in DMSO als 

Trägerlösung. Zimmerman et al. führte an zehn Tieren die Injektion subcutan 

interscapulär über vier Wochen einmal täglich durch und beschrieb hierbei keine 

Auffälligkeiten (161). Im Gegensatz zu der von ihm beschriebenen 

Komplikationslosigkeit bildeten 55% unserer Tiere Verhärtungen und Krusten, 12% 

Ulzerationen an der Einstichstelle, welche einer chirurgischen Intervention bedurften. 

Zwar erhielten unsere Tiere teilweise eine längere Behandlungsdauer mit Echinomycin 

als in der oben genannten Studie, die Komplikationen traten jedoch in der Regel bereits 

innerhalb der ersten 4 Wochen auf. Da das Versuchsprotokoll identisch war beziehen 

sich diese Zahlen auf die gesamte Studie, einschließlich der Tiere mit Fraktur, welche 

in dieser Doktorarbeit nicht behandelt wurden.  

 

  Bildanalyse 

Röntgen und ImageJ 

Röntgenaufnahmen sind eine klassische Methode, um Knochen sicher darstellen zu 

können. In Bezug auf den vorliegenden Versuch liegen die Vorteile insbesondere in 

der Möglichkeit der in vivo Bildgebung. Hierdurch konnte eine Verlaufskontrolle der 

einzelnen Versuchstiere ermöglicht werden. Da die HO nur in einer Ebene dargestellt 

wurde und eine exakt identische Platzierung des Versuchstieres nicht gewährleistet 

werden konnte sind die Röntgenbilder im Vergleich zu den µCT-Analysen ungenauer 

und ermöglichen keine Messung des HO Volumens. Neuere Röntgengeräte sind in 

der Lage die Berechnungen der Größe, welche hier mit ImageJ durchgeführt wurden, 

selbst durchzuführen. Allgemein lässt sich zusammenfassen, dass diese Methode 

valide HO messen kann.  

µCT-Aufnahmen 

Die Anfertigung von µCT-Aufnahmen erfordert eine umfassende Gerätetechnik mit 

entsprechender Expertise, oder wie in unserem Falle die Kooperation mit anderen 

Instituten oder Kliniken. Steht diese allerdings zur Verfügung erhält der Untersucher 
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sehr anschauliche Aufnahmen der heterotopen Ossifikation und kann diese sehr 

genau hinsichtlich des Volumens abmessen und statistisch vergleichen. Zudem ist 

eine Aussage über die Knochenstruktur selbst möglich. Durch die Angabe der 

Hounsfield-Einheiten können Rückschlüsse auf Dichte und damit Stärke des 

Knochengewebes gezogen werden.  

Das Befüllen des Gefäßsystems mit Microfil® bedarf einiger Übung, sodass auch in 

unserem Versuchsablauf Tiere mit unzureichendem Ergebnis aus der Statistik 

herausgenommen werden mussten. Auch unter Tieren mit gutem Ergebnis konnte 

man in den CT-Aufnahmen sehen, dass nicht alle Gefäße perfundiert wurden und 

insbesondere kleinere Gefäße daher nicht mitberechnet wurden. Das Ergebnis selbst 

liefert darüber hinaus jedoch gut vergleichbare quantitative Zahlen und die 

Einschränkungen betreffen alle Versuchsgruppen. Mit einer entsprechend hohen Zahl 

an Versuchstieren verliert dieser Fehler an Stärke und man gewinnt sehr gute 

Untersuchungsergebnisse. Um verlässliche Statistiken über Angiogenese an 

festgelegten Stellen durchzuführen steht ansonsten nur noch die histologische 

Schnittbildzählung zur Verfügung, welche in ihrer Durchführung ähnlich aufwendig ist 

und keine 3D Bilder erzeugen kann. In beiden Fällen kann keine dynamische Messung 

erzeugt werden, da die Aufnahmen ausschließlich postmortal durchführbar sind.  

Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass µCT-Aufnahmen zwar nicht 

unkompliziert und völlig unabhängig von den Fähigkeiten des Untersuchers sind, in 

ihren Ergebnissen jedoch qualitativ sehr hochwertige Ergebnisse bezüglich HO und 

Angiogenese liefern. Eine Weiterentwicklung des Systems mit neuen Füllmethoden 

und Aufnahmetechniken könnte dies in Zukunft deutlich vereinfachen.  

 

5.2. Einfluss von Schädel-Hirn-Trauma auf heterotope 

Ossifikation 

  Pathophysiologie 

Traumata, welche das zentrale und periphere Nervensystem betreffen führen zu einer 

Schädigung der Blut-Hirn-Schranke und lösen einen entzündlichen Prozess, 

Neuroinflammation genannt, aus, bei dem Entzündungszellen wie Neutrophile, 

Lymphozyten und Makrophagen freigesetzt werden (134, 152, 153). Zusätzlich setzen 



75 
 

zerstörte Zellen eine Vielzahl an Mediatoren, wie Wachstumsfaktoren und Zytokine frei 

(134).  

Substanz P 

Substanz P ist ein Neuropeptid, welches von Neuronen, Makrophagen, Eosinophilen, 

Lymphozyten und dendritischen Zellen sowohl im zentralen als auch peripheren 

Nervensystem exprimiert werden kann (162). Neuere Studien haben Substanz P im 

Rahmen der Pathogenese von HO identifiziert (38, 163). Es bindet an 

Neurokininrezeptoren, wobei insbesondere der Neurokininrezeptor-1, welcher von 

allen Skelettzellen exprimiert wird, eine zentrale Rolle in der Differenzierung von 

Chondro- und Osteoblasten spielt (164, 165). Die Spiegel von Substanz P zeigten sich 

bei Patienten nach neurogenem Trauma erhöht, eine Erhöhung konnte ebenso in 

knorpeligen Vorläuferstufen von neurogener HO gemessen werden (163, 166, 167). 

Dieser Pathomechanismus wird gestützt durch Studien, welche nachweisen konnten, 

dass durch Blockierung der Rezeptorbildung, bzw. -aktivität die Bildung heterotoper 

Ossifikation deutlich reduziert werden konnte (163). Neben der Wirkung über 

Neurokininrezeptor zeigte sich auch eine Erhöhung von Mastzellen entlang von 

Neuronen während der Expression von Substanz P (38). Dies legt nahe, dass eine 

Mastzellenaktivierung durch Substanz P stattfindet. Eine Supprimierung von 

Mastzellen, bzw. deren Degranulation konnte in Studien ebenso neurogene HO 

verringern, was auf einen osteoinduktiven Effekt der freigesetzten Stoffe hindeutet 

(163). Inhibition des Substanz P Signalweges zeigte bei nicht neurogener HO jedoch 

einen höheren Effekt als bei neurogener HO, was nahelegt, dass weitere Signalwege 

einen größeren Einfluss auf die Bildung heterotoper Ossifikation nach neurogenem 

Trauma haben (22, 163, 168). Diskutiert werden hierbei insbesondere Serotonin, 

welches im Knochenumbau eine relevante Rolle spielt, sowie dessen Stimulation von 

braunem Fettgewebe. Dieses wiederum schafft eine hypoxische Umgebung, 

woraufhin Induktion beispielsweise über HIF-1α zu vermehrter Vaskularisierung und 

Bildung von HO führt (38, 169).  

Makrophagen 

Neben der Aktivierung von Osteoklasten und dem damit verbundenen Knochenabbau 

scheinen einige Untergruppen von Makrophagen auch eine Aktivierung von 

Osteoblasten und Mineralisierung von Knochen zu bewirken (170). Auch hinsichtlich 

der Bildung heterotoper Ossifikation wurden Makrophagen bereits als verstärkender 
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Faktor erkannt (171). Inaktivierung von Makrophagen zeigte insbesondere in Modellen 

mit neurogenem Trauma eine starke Reduzierung heterotoper Ossifikation. Daher 

kann angenommen werden, dass die Neuroinflammation einer der stärksten 

Signalwege der Pathogenese neurogener HO ist (38, 163, 171). Die Wirkweise von 

Makrophagen wird in der Stimulation von oncostatin M (OSM) und BMP-2 vermutet. 

Die Expression von OSM wurde bisher während der Differenzierung von Osteoblasten, 

sowie während Osteoblastenaktivität verstärkt gemessen (172). Die Signalkaskade 

über BMP-2 und sein osteoinduktiver Effekt wurden bereits vielfach erforscht und sind 

in Kapitel 3.1.2 genauer dargestellt.  

HIF-1α 

Der hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) spielt insbesondere über die Expression von 

VEGF eine zentrale Rolle im Zwischenspiel von Angio- und Chondrogenese (55). Sang 

et al. verglichen die Konzentration von HIF-1α bei Patienten mit Fraktur eines langen 

Röhrenknochens zu Patienten mit Fraktur und begleitendem Schädel-Hirn-Trauma. 

Sowohl im Serum, als auch im Frakturhämatom konnten in der Gruppe mit 

begleitendem SHT signifikant höhere Werte für HIF-1α gemessen werden (155).  

Inwiefern neurogene Traumata weitere Signalkaskaden betreffen ist aktuell noch Inhalt 

weiterer Forschungen. Dies gilt ebenso für die Interaktion der verschiedenen 

Kaskaden untereinander.  

Studienbezug 

Viele der Signalkaskaden zur Entstehung neurogener HO beeinflussen direkt oder 

indirekt die Expression von HIF-1α. Geht man davon aus, dass diese Kaskade einen 

entscheidenden Faktor zur vermehrten HO-Bildung bei begleitendem Schädel-Hirn-

Trauma darstellt, so sollte sich im Rahmen dieser Studie widerspiegeln, dass sowohl 

Vaskularisation als auch HO Bildung unter begleitendem SHT nach Tenotomie 

zunahmen. Dieser Effekt sollte schließlich im zweiten Versuchsteil durch die Gabe von 

Echinomycin abgemildert werden. 

 

  Fläche, Volumen und Dichte 

Retrospektive klinische Studien geben einen Hinweis auf eine erhöhte Inzidenz von 

HO nach neurogenem Trauma. Bargellesi et al. beispielsweise untersuchten 
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retrospektiv und multizentrisch Patienten mit schwerem Schädel-Hirn-Trauma. Hierbei 

zeigten von den 689 Patienten 13,6% heterotope Ossifikation von Gelenken. Diffuses 

Trauma, männliches Geschlecht, lange Komazeiten, die Notwendigkeit des Einsatzes 

maschineller Beatmung sowie Spastiken erhöhten das Risiko für HO (76). Eine Studie 

von Forsberg et al. untersuchte 243 Patienten nach Explosionstraumata. Hierbei 

entwickelten 86% der Patienten mit SHT heterotope Ossifikation. In der Gruppe mit 

vergleichbaren Traumata, jedoch ohne SHT wiesen 68% heterotope Ossifikation auf 

(29). Vergleicht man diese Werte mit der Inzidenz unserer Studie, so zeigten die Tiere 

mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma und ohne die Gabe von Echinomycin nach 56 

Tagen eine Inzidenz von 80% (vier von fünf Tiere). Dies entspricht am ehesten der 

Auftretenswahrscheinlichkeit aus der Studie von Forsberg et al. nach 

Explosionstraumata. Sie liegt deutlich höher als die Ergebnisse von Bargellesi et al.  

Es existieren nur sehr wenige Studien, die in Tierversuchen die Bildung heterotoper 

Ossifikation nach Traumata eines zusätzlichen neurogenen Traumas 

gegenüberstellen. Ein Beispiel ist die Arbeit von Scherbel et al. welche Ratten mittels 

Flüssigkeitsdruck ein Schädel-Hirn-Trauma zufügten und die Inzidenz und Bildung von 

BMP nach Tibiafraktur untersuchten. Hierbei wurden die Tiere jedoch nach 2 Tagen 

abgesetzt, sodass zwar bei den Tieren mit SHT erhöhte Konzentrationen von BMP-2 

und 4 nachgewiesen wurden, jedoch die eventuelle Bildung heterotoper Ossifikation 

nicht beobachtet werden konnte (173). Unser Versuchsaufbau wurde so konzipiert, 

dass wir erstmalig in der Lage waren heterotope Ossifikation nach peripherem Trauma 

unter begleitendem Schädel-Hirn-Trauma zu erzeugen und das Knochenwachstum im 

Vergleich zur Studie von Scherbel et al. auch in ihrer Entwicklung untersuchen 

konnten. 

Am vergleichbarsten mit unseren Daten ist die Studie von Anthonissen et al. welcher 

an Ratten die Bildung heterotoper Ossifikation nach operativem Hüfteingriff mit und 

ohne begleitendes Schädel-Hirn-Trauma untersuchte. Die 40 Tiere wurden hierbei in 

vier Gruppen eingeteilt. Isolierter Hüfteingriff, Hüfteingriff mit moderatem SHT, 

schwerem SHT und ausschließlich schwerem SHT ohne operativen Eingriff. Wie in 

unserer Studie verwendete er ein controlled cortical impact zum Erzeugen des 

neurogenen Traumas und untersuchte das OP-Gebiet später mittels µCT-Analyse. Die 

Gruppen wurden visuell nach Brooker Klassifikation eingeteilt. Hierbei wird das 

Auftreten von heterotoper Ossifikation nach Ausprägung und Lage innerhalb der Hüfte 
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eingeteilt bis zur vollständigen Ankylose. Die Ratten zeigten unter begleitetem SHT 

ausgeprägtere Grade, steigend mit der Stärke des Schädel- Hirn-Traumas (174). 

Diese Tendenz konnte in der vorliegenden Studie nicht bestätigt werden, hier wiesen 

Tiere ohne begleitendes Schädelhirntrauma eine stärkere Ausprägung und 

Auftretenswahrscheinlichkeit auf. Die berechnete Fläche der HO im Röntgenbild lag 

nach SHT im Mittelwert nach 56 Tagen bei 0,93 mm², ohne SHT bei 1,58 mm². Auch 

in den µCT-Analysen zeigte sich kein Hinweis auf eine Zunahme von Dichte oder 

Volumen nach neurogenem Trauma. Allerdings muss man hierbei ergänzen, dass 

aufgrund der geringen Fallzahl die Ergebnisse limitiert zu betrachten sind. Das Tier mit 

der stärksten Ausprägung entstammte aus der Gruppe der SHT Tiere. Betrachtet man 

allerdings die Zunahme der HO über die Zeit so lässt sich berechnen, dass die 

Zunahme der HO bei Tieren mit SHT mit 64,9% deutlich höher liegt als bei Tieren ohne 

SHT (33,1%). Es besteht also die Möglichkeit, dass der Versuchsendpunkt von 56 

Tagen zu früh gewählt wurde und sich im Verlauf eine stärkere HO in der SHT Gruppe 

gebildet hätte.  

 

  Angiogenese 

Die Angiogenese ist ein wichtiger Faktor in der Entwicklung von Knochen. Die 

Neovaskularisierung innerhalb der primären und sekundären Ossifikationszentren 

ermöglicht erst die Entwicklung von Knochenbildung über enchondrale Ossifikation. 

Sie bedingt die Reifung der Chondrozyten und Invasion der Osteoblasten in die 

Ossifikationszentren. Die Signalkaskade über HIF-1α und VEGF bedingen die 

Neovaskularisation sowie zusätzlich Überleben und Wachstum von Chondrozyten. 

Ohne Gefäßbildung können notwendige Zellen und Faktoren der Signalkaskaden nicht 

transportiert werden (156).  

Da neurogene Schädigungen über eine vermehrte Bildung von HIF-1α 

proangiogenetisch wirken könnte sich hier eine mögliche Ätiologie mit behandelbarem 

Angriffspunkt darstellen. Daher wurde in der vorliegenden Studie über µCT-Analysen 

mit begleitender gefäßfüllender Kontrastmittelgabe untersucht, ob sich im Gebiet des 

peripheren Traumas bei begleitendem SHT mehr Gefäße darstellen ließen. Zwar 

zeigten sich bei den beiden jeweils untersuchten Tieren beider Gruppen nur leichte 

Abweichungen bezüglich der Gesamtvolumina an Gefäßen im Unterschenkel, die 
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Anzahl der Gefäße im Querschnitt auf Höhe des Traumas lag bei Tieren mit SHT 

jedoch doppelt so hoch. Bei der sehr geringen Zahl an Untersuchungen sollte dieses 

Ergebnis jedoch eher als Tendenz und als mögliches Untersuchungsverfahren für 

zukünftige, umfassendere Untersuchung angesehen werden. Sie sind allerdings ein 

Hinweis auf eine mögliche Pathogenese. 

 

5.3. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation 

  Pathophysiologie 

Echinomycin (NSC-13502) zählt zu den potentesten Inhibitoren von HIF-1 und hemmt 

hierüber auch VEGF, welcher wiederum zu den potentesten Aktivatoren der 

Angiogenese zählt (103). Neben der Proliferation und Hemmung der Apoptose von 

Endothelzellen sorgt VEGF durch Migration dieser Zellen zur Induktion der 

Tubulogenese und erhöht die vaskuläre Permeabilität (175, 176). Diese Vorgänge 

werden respektive im Rahmen von Hypoxien durch gesteigerte Freisetzung von HIF-

1 verstärkt. Im Rahmen von pathologischer Angiogenese fördert VEGF außerdem die 

Mobilisierung von Entzündungszellen, wodurch wiederum proangiogenetische 

Faktoren freigesetzt werden (175). 

Eine Hemmung von HIF-1α zeigte im Mausmodell eine schmalere Knochenbildung mit 

dünnerer Kortikalis (177). Dies legt nahe, dass auch bei der Osteogenese im Rahmen 

von heterotoper Ossifikation die Angiogenese eine zentrale Rolle spielt. Eine Studie 

von Cocks et al untersuchte die unterschiedlichen Stadien der Gefäße während der 

Bildung von ektopem Knochen im Mausmodell. Hierbei präsentierten sich in der frühen 

Phase, die durch (myo-)fibroblastische Zellinvasion geprägt ist, eine reiche Zahl an 

dünnwandigen Kapillaren. Im weiteren Verlauf in der es zur Bildung von 

Lamellenknochen kam, nahm die Zahl der Gefäße ab, ihr Kaliber nahm jedoch deutlich 

zu (178). Proteinanalysen während der Entwicklung heterotoper Ossifikation konnten 

sowohl HIF-1α als auch VEGF nachweisen, ebenso wie andere proangiotische und 

osteoinduktive Faktoren (179). Aufgrund der verschiedenen Studiendesigns zeigten 

sich die Konzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten sehr variabel. In einigen 

Studien zeigten sie sich bereits 48h nach dem HO auslösenden Ereignis, in anderen 

erst zum Zeitpunkt nach der Chondrogenese, wenn Gefäße zum Zwecke der 

Mineralisierung in das Knorpelgewebe eindringen (54, 180, 181). Diese Ergebnisse 
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legen nahe, dass eine Inhibition von VEGF über HIF-1α mittels Echinomycin eine 

mögliche Therapieoption zur Verhinderung oder Abschwächung heterotoper 

Ossifikation darstellen könnte. 

 

  Fläche, Volumen und Dichte 

Abgesehen von Grundlagenforschung auf molekularer Ebene ist die Studienlage 

bezüglich der Wirkung von Echinomycin auf heterotope Ossifikation sehr begrenzt. 

Zimmermann et al. waren bisher die einzigen, die im Mausmodell mittels 

Achillessehnentenotomie und subcutaner EC-Injektion heterotope Ossifikation 

verglichen. Hierbei verwendeten sie männliche Mäuse der Gattung CD1 und teilten 

jeweils 10 davon in die Behandlungs- oder Kontrollgruppe ein. Alle Tiere erhielten eine 

Tenotomie der Achillessehne, bei der Hälfte der Tiere wurde zudem 0,3 mg pro 

Kilogramm Körpergewicht subcutan interscapulär appliziert. Dies erfolgte einmal 

wöchentlich über 4 Wochen. Nach 10 Wochen wurden die Tiere abgesetzt und 

histologisch sowie mittels µCT-Analysen untersucht. Nach 10 Wochen zeigten die 

Tiere der Kontrollgruppe in 90%, in der Behandlungsgruppe mit EC in 75% der Fälle 

heterotope Ossifikation. Bei der Betrachtung des Volumens fiel auf, dass Echinomycin 

zu einer Reduktion von 90% von einem mittleren Volumen von 0,976 mm² in der 

Kontrollgruppe zu 0,092 mm² in der Behandlungsgruppe führte. Histologisch konnte 

eine Reduktion von HIF-1α im lokalen Gewebe bei der Behandlungsgruppe festgestellt 

werden (161). 

Die hier vorliegende Studie nutzte ein ähnliches Design, allerdings wurden die Tiere in 

mehrere Gruppen eingeteilt und auch eine dynamische Messung mittels wöchentlicher 

Röntgenbilder durchgeführt, die letzten Tiere wurden bereits nach 8 Wochen 

abgesetzt. In beiden Gruppen zeigten alle 5 Tiere nach diesem Endpunkt heterotope 

Ossifikation. Zwar lag die Reduktion nicht wie bei oben genannter Studie bei 90%, 

sondern bei 48,1% graphisch sowie rechnerisch zeigt sich jedoch ein Abflachen des 

Wachstums zwischen den letzten beiden Untersuchungszeitpunkten. Die Bildung 

heterotoper Ossifikation konnte somit auch hier nicht verhindert werden, aber die 

Tendenz der milderen Ausprägung konnten wir bestätigen mit einem p von 0,016. 

Zusätzlich zur oben genannten Studie entwickelten wir mittels µCT ein Verfahren, bei 

dem neben dem Volumen auch ein Rückschluss auf die Dichte der heterotopen 

Ossifikation, basierend auf unterschiedliche Hounsfield-Einheiten untersucht wurde. 
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Unter den Tieren für die µCT-Untersuchung, die nach 35 Tagen post-OP abgesetzt 

wurden, zeigte nur eines der vier Tiere heterotope Ossifikation. Es entstammte der 

Kontrollgruppe. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen sind die Ergebnisse zwar nur 

eingeschränkt zu beurteilen, allerdings liefern sie ein Hinweis darauf, dass neben dem 

Volumen der heterotopen Ossifikation auch die Dichte deutlich geringer ist. Dies stützt 

die pathophysiologischen Vermutungen, dass die Angiogenese einen essenziellen 

Faktor darstellt, um proangiogenetische Faktoren an den Ort des Traumas gelangen 

zu lassen sowie die Versorgung des wachsenden Knochens zu gewährleisten.  

 

  Angiogenese 

Um die Hypothese besser bewerten zu können, dass Echinomycin über Hemmung der 

Angiogenese der physiologische Hintergrund der Verminderung heterotoper 

Ossifikation darstellt ist es nötig im gleichen Versuchsaufbau auch die Angiogenese 

zu überprüfen. Bisher ist in der Literatur keine vergleichbare Studie durchgeführt 

worden. Wir untersuchten die gleichen Tiere im Anschluss an die primäre CT-

morphologische Bildgebung nach chemischer Auflösung der Knochenbestandteile des 

Beines. Zurück blieben Aufnahmen der mittels Kontrastmittel angefärbten Gefäße. 

Über die Untersuchung von je zwei Versuchstieren beider Gruppen zum Zeitpunkt 

nach 5, 21 und 56 Tagen ließ sich darstellen, dass eine Zunahme der Gefäße sowohl 

an Volumen als auch an Anzahl auf Höhe des Traumas stattfand. Hier zeigt sich, dass 

ein Trauma proangiogenetische Faktoren ausschüttet und physiologischerweise zu 

Neovaskularisation führt. Zum Zeitpunkt von fünf Tagen zeigen die Tiere in den 

Vergleichsgruppen sehr ähnliche Werte, allerdings konnte aufgrund von Ausschlüssen 

nur jeweils ein Tier betrachtet werden. Im Verlauf nahm die Vaskularisation bei den 

Tieren der Kontrollgruppe weniger stark zu als bei den Tieren mit Behandlung. Dies 

widerspricht der obigen Hypothese. Aufgrund der hohen Standardabweichungen bei 

sehr geringen Fallzahlen sollte eine Studie folgen, welche diese Idee aufgreift und 

mittels höherer Anzahl an Untersuchungen eine verwertbare statistische Aussage 

treffen kann. Die Methode selbst zeigte sich hierfür als geeignet.  
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5.4. Einfluss von Echinomycin auf heterotope Ossifikation 

mit Schädel-Hirn-Trauma 

Betrachtet man die Überlegungen zur Pathogenese der beiden vorherigen Versuche 

lässt sich in Kürze zusammenfassen, dass Schädel-Hirn-Traumata durch gesteigerte 

Angiogenese heterotope Ossifikation verstärkt und Echinomycin über Hemmung der 

Angiogenese heterotope Ossifikation vermindert. Dies legt nahe, dass Echinomycin 

eine geeignete Therapie sei, um die gesteigerte ektope Knochenbildung nach 

neurogenen Traumata zu unterbinden. Im Folgenden wurde daher der Effekt von 

Echinomycin auf heterotope Ossifikation bei Tieren untersucht, die zusätzlich ein 

Schädel-Hirn-Trauma erlitten hatten. Die Tiere mit zusätzlicher EC-Gabe werden als 

Behandlungsgruppe bezeichnet. Es wurde bisher noch keine Studie durchgeführt, die 

diesen Effekt behandelt. 

 

  Fläche, Volumen und Dichte 

Betrachtet man zunächst die Fläche in der Auswertung der Röntgenbilder so zeigten 

die Tiere ohne Behandlung 43,6% mehr heterotope Ossifikation und auch die Kurve 

der Zunahme über die Zeit war deutlich flacher. Bei der geringen Fallzahl ergab sich 

ein p von 0,548 und somit zwar keine klare Signifikanz, jedoch eine Tendenz 

dahingehend, dass Echinomycin den pathogenetischen Effekt neurogener Traumata 

abmildern könnte. In der µCT-Analyse zeigte eines der beiden Tiere der 

Behandlungsgruppe keine heterotope Ossifikation auf, das andere ein Volumen von 

0,22 mm² bei Messungen über 5000 Hounsfield unit, was zwischen den Volumina der 

beiden Tiere in der Kontrollgruppe (0,05 mm² und 0,63 mm²) liegt. Interessant ist 

hierbei jedoch der Unterschied zwischen den Werten über 5000 und über 9000 HU. 

Das Tier welches HO in der Behandlungsgruppe entwickelt hatte zeigte einen 

niedrigeren Dichtefaktor als die Kontrollgruppe auf. Dies kann ein Hinweis darauf sein, 

dass heterotope Ossifikation, wenn sie nicht verhindert werden kann zumindest 

abgemildert wird. Dies kann beispielsweise durch verringerte Zufuhr von Stoffen durch 

geringere Gefäßbildung erklärt werden. Ob die Angiogenese jedoch wirklich 

beeinträchtigt wird ist im nächsten Kapitel untersucht worden. 
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  Angiogenese 

In den vorausgegangenen Untersuchungen zeigte sich bei begleitendem Schädel-

Hirn-Trauma eine erhöhte Anzahl an Gefäßen im Untersuchungsgebiet. Eine 

Abschwächung der Angiogenese konnte im Vergleich von Tenotomien mit oder ohne 

Echinomycin nicht widergespiegelt werden. Dies kann zum einen auf den 

Versuchsaufbau mit einer zu geringen Fallzahl zurückgeführt werden, oder auf eine 

fehlende Wirksamkeit von Echinomycin. Im Gegensatz zu dieser vorherigen 

Untersuchung sieht man hingegen einen deutlichen Effekt von Echinomycin auf die 

Angiogenese bei Tieren mit begleitendem Schädel-Hirn-Trauma. Sowohl die 

Gesamtvolumina im Unterschenkel als auch die lokale Anzahl an Gefäßen auf Höhe 

des Traumas lag in der Behandlungsgruppe deutlich niedriger. Die Gesamtvolumina 

im Unterschenkel konnte um circa 57% gesenkt werden. Auch wiesen die Tiere im 

Querschnitt nur 14,5 statt 24 Gefäße auf. Diese Untersuchungen könnten ein Hinweis 

darauf sein, dass die überschießende Angiogenese und damit verbundene Ausbildung 

heterotoper Ossifikation nach begleitendem Schädel-Hirn-Trauma effektiv durch 

Echinomycin abgemildert werden kann. Das Studiendesign selbst ist dazu geeignet 

dies wiederzugeben, eine nachfolgende Studie mit höheren Fallzahlen sollte jedoch 

zwingend erfolgen, um den Effekt statistisch nachweisen zu können.  
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6.  Ergebnis 

Zum Abschluss kann man zusammenfassen, dass die Erforschung von heterotoper 

Ossifikation noch in den Anfängen steht. Neben den molekularen Mechanismen ist 

auch eine geeignete Therapie noch zum Großteil unerforscht, obgleich die klinische 

Relevanz bei ausgeprägter Beeinträchtigung der Patienten zunehmend in den Fokus 

der Wissenschaft rückt. Diese Studie leistet einen Beitrag hinsichtlich eines geeigneten 

Forschungsprotokolls, bei dem nachweislich und sicher heterotope Ossifikation 

hervorgerufen wird, ein reproduzierbares neurogenes Trauma zugefügt und mittels 

geeigneter Diagnostik eine aussagefähige Statistik erhoben werden kann. Die 

Applikation von Echinomycin zeigte sich nicht komplikationsfrei, insbesondere nach 

längerer Applikationszeit, weshalb hierhingehend alternative Methoden anzustreben 

sind. Auch das Füllen der Gefäße mit Microfil® gestaltete sich nicht problemlos. Hier 

könnten sich bessere Stoffe oder Herangehensweisen eignen oder das Übertragen 

des Protokolls auf größere Versuchstiere mit entsprechend größeren und damit 

leichter füllbaren Gefäßvolumina. Inwieweit sich die Therapie schließlich auf den 

Menschen übertragen lässt und ob sie für alle geeignet ist oder tatsächlich nur bei 

Patienten mit erhöhtem Risiko durch Schädel-Hirn-Trauma gilt es in Zukunft zu 

eruieren. Auch mögliche Nebenwirkungen durch Echinomycin durch Hemmung von 

Angiogenese an Orten, an denen sie stattfinden sollte, muss vor einer klinischen 

Anwendung geprüft werden. Parallel gilt es selbstverständlich immer alternative 

Therapien zu entwickeln. Hierbei wäre es insbesondere wünschenswert, wenn die 

Grundlagenforschung bezüglich der molekularen Mechanismen heterotoper 

Ossifikation und dem Einfluss der Angiogenese weiter vorangetrieben wird. Denn nur 

bei umfassendem Verständnis der Pathomechanismen einer Erkrankung kann am 

Ende eine geeignete Therapie entwickelt werden. Dies wird jedoch im Hinblick auf die 

heterotope Ossifikation vermutlich noch Jahre medizinischer Forschung in Anspruch 

nehmen. 
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