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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten wurde in vielfachen klinischen und experimentellen Arbeiten der
Effekt von korperlicher Aktivitat auf die Frakturheilung dargestellt. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass physische Aktivitat und mechanische Frakturbelastung einen entscheidenden
Einfluss auf Verlauf und Qualitat der Frakturheilung haben. Wahrend bislang fast
ausschlie3lich die Mechanobiologie im Frakturspalt als wichtiger Einflussfaktor hinsichtlich
der Hemmung bzw. Beschleunigung der Knochenbruchheilung untersucht wurde, wurde die
systemische Rolle kdrperlicher Aktivitat wahrend der Frakturheilung unseres Wissens nach
nicht experimentell analysiert.

Ziel der hier vorgestellten Studie war es daher, interfragmentare Relativbewegungen im
Frakturspalt durch die Entwicklung einer rotations- und achsstabilen Osteosynthesetechnik
fur das Mausefemur zu minimieren und somit den mechanobiologie-unabhéngigen Effekt

physischer Aktivitéat auf die Knochenbruchheilung an der Maus zu untersuchen.

Nach zwei- und funfwochigem taglichem Laufradtraining konnten wir in der
histomorphometrischen und biomechanischen Auswertung des Frakturkallus weder eine

Beschleunigung noch eine Hemmung der Frakturheilung beobachten.

Korrespondierend damit zeigten Western Blot Analysen des Kallus keine vermehrte
Expression des Proliferationsmarkers PCNA und des angio- sowie osteogenen
Wachstumsfaktors VEGF.

Somit ziehen wir die Schlussfolgerung, dass vermehrte korperliche Aktivitat unter Ausschluss
mechanobiologischer Einflussfaktoren keine Auswirkung auf die Knochenbruchheilung hat.
Gleichzeitig  unterstreichen  unsere  Ergebnisse den  wichtigen Einfluss der
Osteosynthesetechnik und relativieren die systemische Bedeutung korperlicher Aktivitat auf
die Frakturheilung.
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1.2 Summary

The aim of the present study was to analyse the systemic biological effect of increased
physical exercise on fracture healing. We used a very stable fracture fixation technique to
minimise the biomechanical impact of exercise on the interfragmentary environment and
thereby to focus on the systemic biological effect of exercise on bone repair. We feel that it is
important to distinguish between the local biomechanical effect of exercise on the fracture
gap and the systemic biological effect of exercise on the total organism, which includes e.g.,

changes in blood circulation, metabolic conditions, and tissue oxygenation.

Two groups of SKH mice were studied. Animals of the first group (n=36) were housed in
cages supplied with a running wheel, while mice of the second group (n=37) were housed in
standard cages for control. Using a closed femur fracture model, bone repair was analysed
by histomorphometry and biomechanical testing at 2 and 5 weeks. At 2 weeks, we
additionally evaluated the expression of the proliferation marker PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) and the angiogenic and osteogenic growth factor VEGF (vascular
endothelial growth factor). To standardise the mechanical conditions in the fracture gap, we

used an intramedullary compression screw for stable fracture fixation.

Each mouse of the exercise group run a mean total distance of 23.5 km after 2 weeks and
104.3 km after 5 weeks. Histomorphometric analysis of the size and the tissue composition
of the callus could not reveal significant differences between mice undergoing exercise and
controls. Accordingly, biomechanical testing showed a comparable torsional stiffness, peak
rotation angle, and load at failure of the healing bones in the two groups. The expression of

PCNA and VEGF did also not differ between mice of the exercise group and controls.

We conclude that increased exercise does not affect bone repair after stable fracture fixation.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Knochen

2.1.1 Morphologie
Unterteilt werden Knochen anhand ihrer Form in:

- lange Knochen
- kurze Knochen

- platte Knochen

Untersucht wurden fur die vorliegende Arbeit lange Knochen, die auch Ro&hrenknochen

genannt werden.
Ein R6hrenknochen setzt sich aus drei verschiedenen Bereichen zusammen:

- die langliche, schaftférmige Diaphyse
- die Epiphysen an den beiden Knochenenden

- die Metaphysen, gelegen zwischen Diaphyse und Epiphysen
Als Frakturlokalisation diente in dieser Arbeit die Diaphyse des jeweiligen Knochens.
2.1.2 Histologie
Der Knochen gliedert sich histologisch in:

- eine dulRere Substantia compacta (Kompakta), bestehend aus kortikalem Knochen
- eine innere Substantia spongiosa (Spongiosa), bestehend aus trabekularem

Knochen

Beim Menschen besteht die dicht gebaute Kompakta (Kortikalis) aus Osteonen
beziehungsweise dem Havers-System. Es handelt sich hierbei um eine etwa 250 pmx 1 -5
cm grol3e funktionelle Einheit aus 2 - 3 um dicken Knochenlamellen (Havers-Lamellen oder
Speziallamellen), die konzentrisch um den Zentralkanal (Havers-Kanal) geschichtet sind. Im
Zentralkanal verlaufende Blutgefalle (Havers-GefalRe) sind Uber seitliche Verzweigungen,

die so genannten Volkmann-Kandle, miteinander verbunden. Neben Gefal3en enthalt der
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Zentralkanal vegetative Nerven und Bindegewebe. Zwischen den Osteonen befinden sich,
Reststiicke von alten, teilweise abgebauten Havers-Systemen, die Schaltlamellen. Als
aulRere Generallamellen werden die an das Periost angrenzenden aufl3eren Lamellen als
innere Generallamellen, die an die Spongiosa angrenzenden inneren Lamellen bezeichnet
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Im Gegensatz zum Menschen besitzt die Maus eine recht primitive Knochenstruktur ohne
Havers-System. Der Knochenumbau nach einer Knochenverletzung erfolgt iber sogenannte
Resorptionshohlen. Diese entstehen in der N&he der Fraktur und fillen sich dann im Laufe
der Frakturheilung mit Osteoblasten auf (NUNAMAKER, 1998).

Die Spongiosa ist aus einem komplexen System aus Knochenbéalkchen und Knochenplatten
aufgebaut, in deren Zwischenraumen sich das Knochenmark befindet (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).

Beim Menschen wird das Knochenmark wahrend der Embryogenese als sogenanntes rotes
blutbildendes Mark angelegt. Ab dem 5. - 6. Fetalmonat findet hier die Hamatopoese statt.
Die Hauptaufgabe des Knochenmarks ist die Beteiligung an der Blutneubildung. In den
langen Ro6hrenknochen wird das rote Mark ab dem vollendeten ersten Lebensjahr
zunehmend von gelbem Fettmark ersetzt. Aufgrund dessen wird die Blutbildung im héheren
Lebensalter weitestgehend von den kurzen und platten Knochen Ubernommen. Im
Bedarfsfall (chronische Hypoxie und Anamie) ist eine Umkehr dieser Entwicklung mdglich
(BOCKER et al., 2004).

Das Knochenmark besteht histologisch aus hamatopoetischen Zellen, Stroma und
BlutgeféaRen. Das Stroma enthéalt zudem Retikulozyten, Lipozyten und Osteoblasten. Die von
den Retikulozyten gebildete Matrix bindet hamatopoetische Wachstumsfaktoren und
Interleukine und prasentiert sie in biologisch aktiver Form den hamatopoetischen Zellen
(BOCKER et al., 2004).

Unterteilt wird das Knochengewebe grundsétzlich in zwei verschiedene Arten:

- Geflecht- und Faserknochen

- Lamellenknochen

Im Zuge der Knochenneubildung entsteht zunéchst Geflechtknochen, welcher sich im
weiteren Verlauf zu Lamellenknochen umdifferenziert (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).
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Geflechtknochen, dessen Kollagenfaserbiindel unregelméafig in der Grundsubstanz
verlaufen, weist im Vergleich zu Lamellenknochen, einen gréf3eren Zellreichtum, eine diffuse
Verteilung der Osteozyten und einen geringeren Anteil anorganischer Bestandteile auf. Das
Wachstum des Lamellenknochens erfolgt entlang mechanischer Kraftlinien, das des
Geflechtknochens entlang der Kapillaren (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Lamellen sind 3 - 7 pum dicke Knochenschichten, bestehend aus Osteozyten und parallel
dazu verlaufenden, schraubenférmig angeordneten Kollagenfasern. Diese Bauweise
ermdglicht die Modellierung von Zug- und Druckbelastungen auf den Knochen (BUCHER,
WARTENBERG, 1997).

In den Knochenhothlen (Lacunae osseae), welche von zwei Lamellen begrenzt werden,
liegen die Osteozyten. Von dort aus ziehen radiar Knochenkanalchen (Caniculi ossei) mit
eingeschlossenen Osteozytenfortsatzen zu benachbarten Osteonen. Sie stellen somit eine
Verbindung zum Havers-Kanal her (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Der Knochen enthélt neben den Osteozyten mesenchymale Vorlauferzellen, Osteoblasten
und Osteoklasten. Die mesenchymalen Vorlauferzellen befinden sich sowohl an der inneren
und auleren Knochenoberflache als auch in den Havers-Kanélen. Sie wandeln sich bei
entsprechender, vor allem hormoneller Stimulation in Osteoblasten um. Diese wiederum
bilden an der Oberflache der Knochenbalkchen neue Knochengrundsubstanz, welche im
weiteren Verlauf mit Hilfe der alkalischen Phosphatase mineralisiert wird. (Beim Menschen
dauert dies in der Spongiosa etwa 25, in der Kortikalis etwa 35 Tage) (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).

Inaktive Osteoblasten liegen der Knochenoberflache auf. Sie werden deswegen auch
Belegzellen (Lining Cells) genannt, welche sich, nachdem sie vollstdndig von neu
produziertem Osteoid umschlossen wurden, in Osteozyten umwandeln (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).

Im Gegensatz zu den anderen Knochenzellen mit mesenchymalem Ursprung entwickeln sich
Osteoklasten aus héamatopoetischen Vorlauferzellen. In Form von mehrkernigen
Riesenzellen dienen sie dem Abbau mineralisierter Knochengrundsubstanz. Sie liegen in der
Kortikalis, in der sie Gefal3kanale fir neue Osteonen formen, oder in Vertiefungen an der
Knochenoberflache (Howship-Lakunen). Ein Osteoklast baut in dergleichen Zeit dieselbe
Menge an Knochen ab, die ca. 100 - 150 Osteoblasten produzieren (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).
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Die Knochengrundsubstanz (Interzellularsubstanz) besteht zu 65 % aus anorganischen und
zu 35 % aus organischen Komponenten. Der anorganische Anteil setzt sich vor allem aus
Knochenmineralien wie Calciumphosphaten und Calciumcarbonaten zusammen. Der
organische Anteil besteht zu etwa 90 % aus Kollagen und zu etwa 10 % aus nicht-
kollagenen Proteinen und Lipiden (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

AuBBer den knorpeligen Gelenkflachen wird der Knochen von Periost (berzogen.
Untergliedert wird es funktionell in zwei unterschiedliche Schichten:

- Stratum fibrosum

- Stratum osteogenicum

Durch Kollagenfaserbiindel (Sharpey-Fasern) ist das Stratum fibrosum mit der Kortikalis teils
fest, teils locker verbunden. Die Kollagenfasern der Sehnen und Bander strahlen in das
stratum fibrosum ein, um die Zugbelastung auf den Knochen an deren Ansatz zu verringern.
Die Zugkrafte verteilen sich somit auf eine groBere Ansatzflache (SCHIEBLER, SCHMIDT,
2003).

Das Stratum osteogenicum, welches auch als Kambiumschicht bezeichnet wird, enthélt
kleine GefalRe und Kapillaren, die die Erndhrung der Knochensubstanz durch die Versorgung
der Volkmann- und Havers-GeféaRe der Kompakta ermoglichen. Es enthdlt aul3erdem
sensible Nervenfasern, die die Schmerzempfindungen im Bereich des Periosts hervorrufen
und tragt zur Neubildung von Knochengrundsubstanz durch Differenzierung der
Osteoblasten wéahrend des periostalen Knochenwachstums bei. Nach Abschluss des
physiologischen Knochenwachstums nimmt diese Differenzierung wieder ab, kann aber im
Rahmen der Frakturheilung (periostale Knochenneubildung) wieder einsetzen (SCHIEBLER,
SCHMIDT, 2003).

2.1.3 Physiologie

Zu den Hauptaufgaben des Knochens zéhlen:
- Stltzfunktion
- Strukturfunktion

- Mobilitatsfunktion

- Calciumhomoostase
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Sich standig wiederholende Formations- und Resorptionsvorgange bilden die grundlegende
Voraussetzung fir die Aufrechterhaltung dieser Funktionen. Sie sind durch die folgenden
Ablaufe gekennzeichnet:

- Wachstum
- Modeling
- Remodeling

Das Knochenwachstum findet hauptsachlich an den Epiphysenfugen statt. Es flihrt dort zu
einem Langenzuwachs sowie zu einer Zunahme der Knochenmasse an sich (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).

Unter Modeling versteht man die Fahigkeit des Knochens auf spezifische mechanische
Erfordernisse mit gezielten Formveranderungen zu reagieren. Wahrend diese Fahigkeit vor
allem wahrend der Wachstumsphase stark ausgepragt ist, nimmt sie hingegen mit
zunehmendem Alter ab (FLEISCH, 1997).

Im Gegensatz hierzu beschreibt das Remodeling dynamische Umbauprozesse im Knochen.
Diese sind belastungsunabhéangig und fihren daher auch zu keiner Zunahme an
Knochenvolumen. Ziel dieses lebeslang ablaufenden Vorganges ist beispielsweise die
Reparatur von Mikrofrakturen. Coupling bezeichnet das stdndige Gleichgewicht von
Knochenresorption und neuem Knochenanbau. Die dazugehérige morphologische Struktur
wird als Basic Remodeling Unit (BRU) bezeichnet (FLEISCH, 1997).

2.2 Frakturheilung

2.2.1 Priméare Frakturheilung

Hierunter versteht man die Vereinigung von Frakturfragmenten unter Umgehung einer
aulleren Kallusmanschette. Man unterscheidet in Abhangigkeit von der absoluten

Frakturspaltweite (beim Menschen grof3er oder Kleiner als etwa 0,2 mm) zwei Formen:

- Kontaktheilung
- Spaltheilung

Bei der Kontaktheilung erfolgt die Knochenregeneration durch longitudinal einwachsende

Osteone. Osteoklasten bilden dabei einen so genannten Resorptionskanal in der Kortikalis
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des gegeniberliegenden Frakturfragmentes. Dieser Kanal ermdglicht es, den Osteoblasten
durch Wiederauffillung Lamellenknochen zu bilden. Die Knochenfragmente werden auf
diese Weise direkt miteinander vereinigt (RUTER et al., 2003).

Im Gegensatz dazu wird bei der Spaltheilung der Frakturspalt innerhalb von 3 - 4 Wochen
zunachst mit Geflechtknochen aufgefillt. In einer zweiten Phase wird dieser dann
anschlielend zu Lamellenknochen, welcher parallel zur Schaftachse ausgerichtet ist,
umgewandelt (RUTER et al., 2003).

Fir die primare Frakturheilung missen einige Voraussetzungen erfillt sein. Hierzu zahlen
unter anderem eine ausreichende Vaskularitdt sowie eine mechanische Frakturstabilitat.
Durch Kapillaraussprossung wird das medullare Gefal3system innerhalb weniger Tage
wiederhergestellt. Im  Allgemeinen wird dies nur nach  osteosynthetischer
Frakturstabilisierung erreicht (RUTER et al., 2003).

Alle bisher an der Maus durchgefuhrten Frakturmodelle fUihren zu einer sekundaren
Frakturheilung. Ob unter den oben genannten Voraussetzungen an der Maus ebenfalls eine
primare Knochenbruchheilung mdglich ist, ist bislang nicht bekannt (HILTUNEN et al., 1993;
MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004; HISTING et al., 2011).

2.2.2 Sekundéare Frakturheilung

Die meisten Frakturen heilen durch eine sekundare Frakturheilung aus. Diese geschieht,
wenn keine anatomische Reposition der Knochenfragmente erreicht wird. Die sekundére

Knochenbruchheilung gliedert sich in funf, teilweise Uberlappende Phasen:

- Frakturphase

- Entzindungsphase

- Granulationsphase

- Phase der Kallushartung

- Phase des Modeling und Remodeling

Die Frakturphase beginnt mit dem Einsetzen einer Gewalteinwirkung auf den Knochen und
das ihn umgebende Weichteilgewebe und endet zu dem Zeitpunkt, in dem die gesamte Kraft
durch den brechenden Knochen und das umliegende Gewebe aufgehoben wird. Verletzt

werden dabei Kortikalis, Spongiosa, Knochenmark, Periost und in unterschiedlichem
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Ausmald angrenzende Weichteile. Dadurch bildet sich ein Hamatom im Frakturbereich
(RUTER et al., 2003).

Unmittelbar danach kommt es zu einer kaskadenartigen Proliferation, Migration und
Differenzierung von Uberwiegend pluripotenten Stammzellen, polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen sowie zu einer uberschielRenden
Kapillaraussprossung. Die Rolle der Mastzellen ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht
eindeutig geklart. Vermutet wird, dass Mastzellen durch Ausschittung von Heparin und
heparindhnlichen Substanzen sowohl die lokale Vaskularisation als auch die Zellmigration
beeinflussen. Unterschiedliche Studien belegen, dass diese vom h&matopoetischen System
abstammenden Zellen auRerdem als Vorlauferzellen der Osteoklasten angesehen werden
konnen (BOYLE et al., 2003; RUTER et al., 2003; TEITELBAUM, ROSS, 2003).

Die Angiogenese scheint in dieser frihen Phase der Frakturheilung eine wichtige Rolle fur
die Zellmigration und die Zellnutriation zu spielen. Des Weiteren wird dartber diskutiert, ob
mesenchymale Vorlauferzellen direkt dem einsprieRenden GefaRendothel entstammen
(TREMAIN et al., 2001). Eine ,Flussumkehr® bewirkt wahrend der Entzindungsphase eine
gesteigerte Gewebsperfusion. Die Kortikalis wird unter physiologischen Bedingungen
zentrifugal von etwa zwei Drittel der MarkraumgefaRe ernahrt. Ist die Kortikalis hingegen
frakturiert, erfolgt die GefaRperfusion hauptsachlich Uber die periostalen Gefalie.
Posttraumatisch erreicht die Durchblutung beim Menschen in der zweiten Woche ein
Maximum mit Werten um das Sechsfache der Norm (RUTER et al., 2003).

Zwischen der periostalen Kambiumschicht und der Knochenoberflache befinden sich so
genannte Spindelzellen. Diese unterscheiden sich morphologisch nicht von normalen
Fibroblasten. Da aus ihnen allerdings Osteoblasten hervorgehen kénnen, werden sie auch

als Osteoprogenitorzellen bezeichnet (RUTER et al., 2003).

Die Entziindungsphase ist nach etwa 2 - 3 Tagen abgeklungen. Im entstandenen Hamatom
lasst sich bereits ein Netzwerk, bestehend aus Fibrin und Kollagenfibrillen, nachweisen.
Durch Granulationsgewebe, welches aus Lymphozyten, Fibroblasten, neu gebildetem
Kollagen und zahlreichen Kapillaren besteht, erfolgt ein rascher Ersatz dieses Netzwerks.
Innerhalb von Kollagenfibrillen und in unmittelbarer Nahe zu den Fibroblasten finden sich
bereits in diesem frihen Stadium der Frakturheilung Mineraldepots. Ein so genannter
weicher Kallus entsteht durch erste Granulationsgewebsbriicken zwischen den
Knochenfragmenten. Des Weiteren wird in dieser Phase mit dem Abbau der abgestorbenen

Fragmentenden durch Osteoklasten begonnen. Subperiostal findet eine direkte
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Knochenneubildung durch Osteoblasten (desmale Ossifikation oder ,primare Kallusreaktion®)
statt. Zur gleichen Zeit differenzieren sich aus mesenchymalen Vorlauferzellen
Chondroblasten (RUTER et al., 2003).

Ebenfalls zeitgleich wandert ein sogenanntes Blastem aus dem Markraum in das
Frakturhdmatom ein und fillt den Frakturspalt als medullarer Kallus. Im Gegensatz zum
Menschen, bei dem nach etwa 3 - 4 Wochen die Fragmente durch Bindegewebe und
Knorpel weich miteinander verbunden sind (RUTER et al., 2003), ist dieses Stadium an der
Maus bereits nach 10 - 14 Tagen zu beobachten (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004).

Die zunehmende Mineralisation der Grundsubstanz fuhrt zur ,Aushéartung des Kallus®. Das
hierfir notwendige Calcium stammt aus den Mitochondrien hypertropher Chondrozyten.
Wahrend der reife Lamellenknochen entlang mechanischer Belastungslinien verlauft, bildet
sich der entstehende Geflechtknochen (enchondrale Ossifikation) entlang neuer
Kapillarsprossen. Zeitgleich erfolgt frakturspaltfern eine periostale Osteoblastenproliferation.
Dies fuhrt zu einer Ablagerung von Geflechtknochen zwischen der Diaphysenoberflache und
dem Periost (intramembrandse Ossifikation) (RUTER et al., 2003).

Die BRU ist auch wahrend der Frakturheilung flr den Abbau des nekrotischen Knochens
sowie fur den Umbau des mineralisierten Knorpels in Knochen verantwortlich. Calcificierter
Knorpel wird folglich durch Osteoklasten resorbiert und durch osteoblastar gebildeten
Geflechtknochen ersetzt (RUTER et al., 2003).

Dieser, im Zuge der Kallusbildung entstandene, Geflechtknochen wird entsprechend seiner
mechanischen Belastung in Lamellenknochen umgewandelt (Modeling). In der letzten Phase
der Knochenbruchheilung wird die normale Knochenkontur und der urspriingliche Markraum
wiederhergestellt (Remodeling) (RUTER et al., 2003).

2.3 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Fur die Weiterdifferenzierung mesenchymaler Zellen zu Chondrozyten spielt das
EinsprieRen neuer BlutgefaRe wahrend der sekundaren Frakturheilung (enchondrale
Ossifikation) eine groRe Rolle (CAPLAN, 1990; CHIM et al., 2013; SARAN et al., 2014;
STEGEN et al., 2015). Im Rahmen von Studien zur sekundaren Frakturheilung konnte der
sogenannte vascular endothelial growth factor (VEGF) als Schlisselmolekil far die
Angiogenese identifiziert werden (BRIGHTON, HUNT, 1997; FERGUSON et al., 1999).

VEGF scheint darliiber hinaus auch Einfluss auf die Formierung und Mineralisierung des
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neuen Knochens zu nehmen (GEIGER et al.,, 2005; KLEIN et al., 2015; HISTING et al.,
2016).

Erstmals isoliert und als vascular permeability factor (VPF) publiziert, wurde VEGF von
Senger et. al. 1983 (SENGER et al., 1983). Durch unterschiedliche Arbeitsgruppen konnte in
den Folgejahren gezeigt werden, dass VEGF einer der wichtigsten Uberlebens- und
Wachstumsfaktoren des  GefédRendothels ist (FERRARA, HENZEL, 1989;
GOSPODAROWICZ et al., 1989; TISCHER et al., 1989; HANKENSON et al., 2011; CHIM et
al., 2013). Bis heute lieRen sich mehrere Untertypen des VEGF, wie etwa VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, FIGF (c-fos-induced growth factor) oder PIGF (placental growth factor) 1, 2 und 3,
identifizieren (PLATE, WARNKE, 1997). Die genaue Funktion dieser Subtypen wurde in
diversen Studien untersucht (JOUKOV et al, 1997; JUSSILA, ALITALO, 2002,
SCHOPPMANN et al., 2002). Allgemein lasst sich zusammenfassend festhalten, dass
grundsatzlich alle Mitglieder der VEGF-Familie die Fahigkeit besitzen, Endothelzellen zu
stimulieren (NICOSIA, 1998).

Im menschlichen Organismus entstehen durch alternatives Splicen des VEGF-Genes funf
verschiedene Isoformen (HOUCK et al., 1991; FERRARA, KEYT, 1997). Diese werden nach
der Lange ihrer Aminosaureketten unterschieden (VEGF121, VEGF145, VEGF165,
VEGF189 und VEGF206) und haben somit auch unterschiedliche Eigenschaften. Die
kirzeren Formen VEGF121, VEGF145 und VEGF165 sind weitgehend frei diffundierend und
zeigen ein sehr hohes angiogenes Potential. VEGF189 und VEGF206 haben im Gegensatz
dazu eine sehr viel starkere Affinitdit zu Molekulkomplexen aus Kohlenhydraten und
Proteinen der Zelloberflache und der extrazellularen Matrix (Heparin-Sulfat-enthaltende
Proteoglykane). Aufgrund dessen diffundieren sie entsprechend schlechter und besitzen ein
geringeres angiogenes Potential (WEINDEL et al., 1992). Die meisten Zellen exprimieren
verschiedene VEGF-Isoformen gleichzeitig. Vorherrschend wéahrend der Frakturheilung sind
jedoch die Splicevarianten VEGF121 und VEGF189 (PETERSEN et al., 2001).

Charakterisiert und identifiziert wurden VEGF-Zell-Rezeptoren erstmals 1990 (VAISMAN et
al., 1990). Bei ihnen handelt es sich um intrazellulare membranstandige Rezeptoren, die der
Untergruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren angehodren. Unterschieden werden drei
Subtypen: VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase 1 [flt-1]) (DECKERS et al., 2000), VEGFR-2
(fetal liver kinase 1 [flk-1]) (TISCHER et al., 1989; YANG, CEPKO, 1996) und VEGFR-3
(fetal liver kinase 4 [flt-4]) (JUSSILA et al., 1998). VEGF121 und VEGF165 werden von
VEGFR-1, VEGF145 zuséatzlich von VEGFR-2 gebunden (NEUFELD et al., 1999).
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VEGF-Rezeptoren werden sowohl von Endothelzellen als auch von unterschiedlichen
anderen Zelltypen wie etwa Trophoblasten (CHARNOCK-JONES et al., 1994), Monozyten
(BARLEON et al, 1996), Lymphgefal-Zellen (JUSSILA et al, 1998), renalen
Mesangiumzellen (TAKAHASHI et al., 1995), hdmatopoetischen Stammzellen (KATOH et al.,
1995), Megakaryozyten, retinalen Vorlauferzellen (CHAVAKIS et al., 2002), Tumorzellen,
Osteoblasten und Chondrozyten (PUFE et al., 2002) exprimiert.

Im Rahmen der Organogenese konnte belegt werden, dass VEGF ein essentieller
Wachstumsfaktor des kardiovaskularen Systems ist (CARMELIET et al., 1996; FERRARA et
al., 1996). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass VEGF im Erwachsenenalter eine wichtige
Rolle wahrend physiologischer Reproduktions- und Regenerationsprozesse wie etwa dem
weiblichen Ovarialzyklus (LEE et al., 1997; TORRY et al., 1996) oder im Rahmen der Wund-
und Frakturheilung (FERRARA, 1999) spielt. Eine vermehrte Expression von VEGF konnte
aber auch bei pathologischen Prozessen wie beispielsweise der diabetischen Retinopathie
(CHAVAKIS et al., 2002), der altersbedingten Makuladegeneration, der rheumatischen
Arthritis (PUFE et al., 2001) und vor allem der Tumorgenese (KAKEJI et al., 2002; PAYDAS
et al., 2002; RESTUCCI et al., 2002) nachgewiesen werden. Des Weiteren scheint VEGF
durch Stimulation der NO-Synthase in Endothelzellen eine GefalRdilatation im Rahmen der

physiologischen Herz-Kreislauf-Regulation zu bewirken (YANG et al., 1996).

Obwohl VEGF eine grofl3e Bedeutung hinsichtlich der verschiedenen Reparationsprozesse
der Knochenbruchheilung hat (FERGUSON et al., 1999; YANG et al., 2012; OGILVIE et al.,
2012; HANKENSON et al., 2015), lasst es sich im unfrakturierten Knochen nicht nachweisen
(PUFE et al., 2002). In der frihen Phase der Frakturheilung wird VEGF vor allem fir die
Revaskularisierung des Frakturareals verantwortlich gemacht. Innerhalb dieser Zeit wird
VEGF primér von Thrombozyten innerhalb des Frakturhdmatoms produziert (MALONEY et
al., 1998). EinsprieRende Endothelzellen sowie migrierende Entziindungszellen, wie
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten, produzieren daraufhin Wachstumsfaktoren wie
FGF (fibroblast growth factor) (BAIRD et al., 1985), PDGF (platelet derived growth factor)
(SHIMOKADO et al., 1985), TGF-B (transforming growth factor-beta) (SAADEH et al., 1999)
sowie Interleukin 1 und 6 (EINHORN et al.,, 1995). Diese stimulieren wiederum die
Produktion von VEGF (BOLANDER, 1992; TOHIDNEZHAD et al., 2014), um damit erneut
Entziindungszellen anzulocken (EINHORN et al., 1995). Ferner wird die Expression und
Freisetzung von VEGF durch BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) (BONNARENS,
EINHORN, 1984) und Prostaglandine (SAADEH et al., 2000) angeregt.
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VEGF bewirkt im Rahmen der Frakturheilung weiterhin die Proliferation und Differenzierung
von Fibroblasten, Osteoblasten und Chondroblasten aus mesenchymalen Vorlauferzellen
(HARADA et al., 1995; CARLEVARO et al., 2000; GERBER, FERRARA, 2000; HU, OLSEN,
2016; BARATI et al.,, 2016). Im reifen Zustand exprimieren Osteo- und Chondroblasten
selbst VEGF und stimulieren so die umgebenden Zellen (CARLEVARO et al., 2000). Mit dem
Grad der Chondrozytenhypertrophie nimmt die VEGF-Produktion und die GefalRneubildung
zu. Vom Knochen ausgehende Blutgefal3e wachsen gleichzeitig in den avaskularen Knorpel
ein und fdhren vermutlich zur Migration von Chondroklasten, welche die Knorpelmatrix
abbauen und dadurch die Formierung neuen Geflechtknochens ermdglichen (CARLEVARO
et al., 2000; GERBER et al., 1999; HARPER, KLAGSBRUN, 1999). Im Gegensatz dazu wird
in ruhenden und proliferierenden Knorpelzellen kein VEGF gebildet (HARPER,
KLAGSBRUN, 1999).

Tierexperimentelle Studien konnten belegen, dass eine Blockierung des VEGF-Rezeptors
VEGFR-3 zu einer deutlichen Volumenminderung des knéchernen Kallus fiihrt (STREET et
al.,, 2002). Andererseits vermittelt die exogene Gabe von VEGF eine gesteigerte
Osteoblastenaktivitdt und Kallusvaskularisierung (GEIGER et al., 2005).

2.4 Frakturmodelle

Erkenntnisse Uber die Physiologie der Knochenbruchheilung konnten in der Vergangenheit
sowohl durch Klinische Studien am Menschen als auch durch In-vitro-Studien gewonnen
werden. Studien an Tiermodellen sind jedoch bis heute essentieller und unverzichtbarer
Bestandteil der Frakturheilungsforschung (BIRGHAM-SADEGH, ORYAN, 2015). Zahlreiche
Frakturmodelle wurden im Laufe der Jahre in diesem Zusammenhang an verschiedenen
Saugetierarten entwickelt. Abhéngig von Art und Fragestellung der Studie wurden Spezies
unterschiedlichster GréRe und Anatomie von Kleinnagetieren wie der Maus (HILTUNEN et
al., 1993), bis hin zu Grof3tiersaugern wie beispielsweise dem Schaf (CHEAL et al., 1991,
KIRKER-HEAD et al., 1995), als Versuchstiere ausgesucht. Darauf aufbauend versuchte
man weitestgehend, Unterschiede in der Anatomie der Spezies sowie der entsprechenden
Biologie der Knochenbruchheilung im Aufbau der Experimente und in der Interpretation der
Ergebnisse zu beriicksichtigen, da eine Ubertragbarkeit der Studie auf den Menschen immer
diskutiert werden muss (RHINELANDER, 1974).

Bestimmte Gene werden speziesabhangig zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert.
Obwohl groRe Ahnlichkeiten im Genom der verschiedenen Saugetiere existieren, sollten

daher in tierexperimentellen Studien speziesabhdngige Unterschiede in der zeitlichen
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Expression von Zytokinen immer Beachtung finden. Entsprechend sind Dosierung und
Applikationszeitpunkt von Zytokinen im Rahmen dieser Studien stets zu diskutieren
(NUNAMAKER, 1998).

Ein weiterer wichtiger Punkt fir die Auswahl eines entsprechenden Tiermodells ist die
unterschiedliche Response verschiedener Spezies auf Medikamente, da sie vollkommen
unterschiedliche Metabolisierungspotentiale hinsichtlich bestimmter Wirkstoffe aufweisen.
Aufgrund dieser Tatsache kommt es zu differenten Effekten der Medikamente auf den
Organismus der jeweiligen Tierspezies. Eine Anpassung der Applikationsdosis ist somit
zwingend erforderlich. Es wurde beispielsweise eine toxische Wirkung von nichtsteroidalen
Antiphlogistika auf Katzen und Hunde nachgewiesen (HERRGESELL, 1967; JONES et al.,
1992).

Auch das Alter der Versuchstiere hat einen entscheidenden Einfluss auf die Frakturheilung.
Ein juveniler Knochen weist einen schnelleren Heilungsablauf als ein seniler Knochen auf
(LU et al, 2005; LU et al, 2008; HISTING et al., 2013). Als Parameter fir ein
abgeschlossenes Knochenwachstum sollte ein Schluss der Wachstumsfuge radiologisch
nachweisbar sein (NUNAMAKER, 1998).

Zahlreiche Tiermodelle wurden im Laufe der letzten Jahrzehnte fir die Reproduktion und
Analyse physiologischer und pathologischer Prozesse wahrend der Frakturheilung

entwickelt.

In jingerer Vergangenheit haben sich zunehmend Kleintiermodelle, vor allem an der Maus,
etabliert. Aufgrund geringer Beschaffungs-, Zucht- und Haltungskosten ist es mdglich, grof3e
Versuchsgruppen zu realisieren. Das Genom der Maus ist in seiner Gesamtheit
entschliisselt. Dies bringt einen enormen Vorteil, was die Durchfiihrung
molekularbiologischer Studien betrifft, mit sich. Fur keine andere Spezies existiert folglich ein
derart groBes Spektrum verflgbarer transgener Stdmme sowie spezifischer Antikorper
(ROSSANT, NAGY, 1995). Die Maus und ebenso die Ratte besitzen, wie bereits oben
ausgefihrt, im Gegensatz zu gréReren Tieren eine recht primitive Knochenstruktur ohne
Havers-System. Aufgrund dessen sollte dieses anatomische Merkmal hinsichtlich der
Ubertragbarkeit von Studienergebnissen auf den Menschen stets Beachtung finden. Die
diffizile Anatomie der Maus stellt eine groRe Herausforderung in der Entwicklung von
Frakturmodellen dar. Die Frakturierung und osteosynthetische Stabilisierung eines
Mausefemurs mit einer LaAnge von etwa 15 mm und einem Durchmesser von rund 1,5 mm
erfordert ein hohes Malf3 an operativem Geschick (HOLSTEIN et al., 2007).
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In den bis zum heutigen Zeitpunkt publizierten Frakturmodellen an der Maus wurde die
Knochenbruchheilung vor allem an Rippe, Tibia und Femur untersucht (BOURQUE et al.,
1992; HILTUNEN et al., 1993; NAKASE et al., 1994; MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004;
HOLSTEIN et al., 2007).

Aufgrund der ungulnstigen Anatomie eignen sich Frakturmodelle an Rippen schlecht fur
biomechanische Testungen. Sie  fanden daher  fast ausschlie3lich fur
Genexpressionsanalysen Verwendung (NAKASE et al., 1994; ITO et al., 1999; YAMAGIWA
et al., 1999).

Die Tibia sowie das Femur eignen sich hingegen gut fur biomechanische Testungen. Die
anatomischen Vorteile des Mausefemur gegeniber der Tibia liegen in einem einheitlichen
runden Querschnitt bei guter Weichteildeckung (CHEUNG et al.,, 2003). Bei Tibia- und
Femur-Frakturmodellen an Maus und Ratte wird primar zwischen geschlossener und offener
Frakturierung unterschieden. Die geschlossenen Frakturmodelle lassen sich im
Wesentlichen auf das von Bonnarens und Einhorn 1984 an der Ratte beschriebene Modell
zurlckzufiihren (BONNARENS, EINHORN, 1984). Hierbei wird mit Hilfe einer stumpfen
Guillotine ein standardisierter transverser Frakturverlauf unter minimalem Weichteilschaden
erzeugt. Das entsprechende Modell an der Maus wurde von Hiltunen und Kollegen 1993 an
der Tibia (HILTUNEN et al.,, 1993) sowie von Manigrasso und O’Connor 2004 am Femur
publiziert (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Was die offene Femurfrakturierung betrifft, so
wird hier meist ein lateraler longitudinaler Zugang gewahlt, um den Knochen unter Sicht zu
frakturieren bzw. zu osteotomieren (CHEUNG et al., 2003). Die Explantation des jeweiligen
Knochens erfolgt nach definierten Zeitabschnitten. Die Knochenbruchheilung wird mit
radiologischen, biomechanischen und histologischen Methoden analysiert. Fir die
Durchfiihrung der biomechanischen Testung wird mehrheitlich eine Drei-Punkt-, Vier-Punkt-

oder Rotationsmessung angewandt (HOLSTEIN et al., 2007).

Die intramedullare Pin-Stabilisierung gilt als die am meisten im Mausmodell eingesetzte
Osteosynthesetechnik. Ein grofRer Nachteil dieser Methode ist jedoch die unzureichende
Rotationsstabilitat im Frakturbereich. Ferner wurde wegen der schwierigen Reposition eine
Frakturierung urspriinglich nur nach vorheriger Implantateinbringung durchgefihrt
(NUNAMAKER, 1998; RUTER et al, 2003). Nach Entwicklung eines Fixateur externes
(CHEUNG et al.,, 2003) sowie einer winkelstabilen Platten-Osteosynthese fir das
Mausefemur (MATTHYS, PERREN, 2008) konnte hingegen eine suffiziente Stabilitdt im
Frakturspalt erzielt werden. Nachteile im Gegensatz zur Marknagelung sind hierbei allerdings

die offene Einbringung der genannten Implantate und damit die gréRere Invasivitdt des
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Verfahrens sowie das hdohere Implantatgewicht mit daraus folgender Behinderung der

physiologischen Bewegungsablaufe der Maus (CHEUNG et al., 2003).

Um das ,mechanical environment® innerhalb des Frakturspaltes zu standardisieren,
entwickelte unsere Arbeitsgruppe ein Verriegelungsmarknagel-Modell, in dem durch eine
beidseitige Abflachung einer herkdmmlichen Spritzkanile erstmals eine rotationsstabile,
geschlossene Osteosynthese erreicht wurde (HOLSTEIN et al.,, 2007). Vorteil gegentber
dem Fixateur externe bzw. der winkelstabilen Platten-Osteosynthese ist die deutlich
niedrigere Invasivitat dieser Technik. Fir sie wird kein offener lateraler Zugang benétigt und
damit unter anderem auch der Weichteilschaden minimiert. Unter Verwendung eines
Fuhrungsdrahtes ist zudem eine geschlossene Frakturierung ohne liegendes Implantat
mdoglich (HOLSTEIN et al., 2007). In Weiterentwicklung dieses Modells wurde eine rotations-
und zusatzlich achsstabile intramedullare Kompressionsschraube konzipiert, welche in der

vorliegenden Arbeit fur die Frakturstabilisierung verwendet wurde (HOLSTEIN et al., 2009b).

2.5 Physische Aktivitat und Frakturheilung

Die meisten Gewebstypen bilden nach einer Verletzung Narbengewebe aus. Der frakturierte
Knochen jedoch ist in der Lage, seine urspringliche Funktion und Morphologie wieder
uneingeschrankt herzustellen. Dieser komplexe, postnatale Entwicklungsprozess gliedert
sich  im Wesentlichen in folgende zeitliche Abschnitte: Entziindungsreaktion,
Zellkondensation, Chondrogenese, Angiogenese und Ossifikation sowie Knochen-
Remodeling (MICLAU, HELMS, 2000; FERGUSON et al, 1999). Im Bereich des
Frakturspaltes finden sich unmittelbar nach Frakturierung des Knochens Entziindungszellen,
Makrophagen und Thrombozyten. Zytokine wie PDGF, TGF-B, IL-1 oder IL-6 fihren zu einer
Proliferation mesenchymaler Zellen im Bereich des Periostes (MICLAU, HELMS, 2000;
FERGUSON et al., 1999; BRIGHTON, HUNT, 1991; EINHORN et al., 1995; DERYNCK et
al., 1998; BOLANDER 1992; NODA et al., 2009; VI et al., 2015). Diskutiert wird weiterhin, ob
mesenchymale Zellen aus einsprossenden Geféal3endothelien, dem Knochenmark und dem
umgebenden Weichteilgewebe einwandern (YOO, JOHNSTONE, 1999; BREITBART et al.,
1998; CAPLAN, 1997; BARNES et al., 1999; BOSTROM et al., 1995; ONISHI et al., 1998).
Mesenchymale Zellen und Osteoprogenitorzellen exprimieren BMP-2, BMP-3, BMP-4 und
BMP-7, welche allesamt einen wichtigen Einfluss auf Zellproliferation, Zellapoptose und
Zelldifferenzierung haben (MICLAU, HELMS, 2000; BOSTROM et al., 1995; ONISHI et al.,
1998). Von groRRer Bedeutung fur die Weiterdifferenzierung von mesenchymalen Zellen zu
Chondrozyten (enchondrale Ossifikation) ist das EinsprieRen neuer BlutgefaRe (CAPLAN,

1990). Fur die Angiogenese konnten im Rahmen der Frakturheilung folgende
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Schlisselmolekile identifiziert werden: FGFs, IGFs, TGF-f und VEGF (FERGUSON et al.,
1999; BRIGHTON, HUNT, 1991). VEGF scheint zudem die Formierung und Mineralisierung
neuen Knochens direkt zu beeinflussen (GEIGER et al.,, 2005; AMIZUKA et al., 2003;
HANKENSON et al., 2015).

Verschiedene Studien konnten belegen, dass all diese Prozesse unmittelbar mit den
mechanischen Gegebenheiten (Mechanobiologie) im Frakturspalt zusammenhangen
(CARTER et al., 1998). Bei insuffizienter Frakturstabilisierung kann die Frakturheilung unter
UbermaRiger Belastung verzdgert oder sogar ganz verhindert werden. Unter konsequenter
Immobilisierung hingegen heilt der Knochen meist komplikationslos aus (BUCKWALTER,
GRODZINSKY, 1999). Mehrere experimentelle Arbeiten konnten trotz alledem nachweisen,
dass kontrollierte Belastung die Kallusbildung stimuliert und die enchondrale Ossifikation
sowie das Knochen-Remodeling beschleunigt (SARMIENTO et al., 1977; KENWRIGHT et
al., 1991; KERSHAW et al., 1993; GOODSHIP, KENWRIGHT, 1985). Die Volumenzunahme
des Kallus, eine erhdhte Zellproliferation sowie eine verbesserte Matrixsynthese scheinen
dabei eine wichtige Rolle zu spielen. Im Gegensatz dazu, scheint mechanische Belastung
innerhalb der Frihphase der Frakturheilung (Entziindungsphase) die Knochenregeneration
zu behindern (BUCKWALTER, GRODZINSKY, 1999). Sowohl hinsichtlich Beschleunigung
als auch hinsichtlich einer Verzégerung der Frakturheilung werden als verantwortlicher
Faktor Relativbewegungen im Frakturspalt angesehen. Dabei konnte nachgewiesen werden,
dass Qualitat und Quantitat der Relativbewegungen im Frakturspalt den entscheidenden
Ausschlag fur den Erfolg der Knochenbruchheilung geben (CLAES et al., 1998; STECK et
al., 2011).

Neben den mechanischen Gegebenheiten im Frakturspalt sind fiir die Knochenregeneration
auch die Expression verschiedener Wachstumsfaktoren (s.0.) und die frihzeitige
Bereitstellung einer suffizienten Blutversorgung von entscheidender Bedeutung (BLOOR,
2005). Von besonderem Interesse st hierbei, dass die Regulierung wichtiger
Wachstumsfaktoren, wie etwa VEGF, in verschiedenen Geweben durch die physische
Aktivitat des Organismus beeinflusst wird (CLAES et al., 1998; BLOOR, 2005; HOLSTEIN et
al., 2011). Wahrend zahlreiche Arbeitsgruppen die Rolle der mechanischen Gegebenheiten
im Frakturspalt untersucht haben, wurde in der vorliegenden Arbeit der systemische Einfluss

korperlicher Aktivitat auf die Frakturheilung experimentell untersucht.
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2.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, nach Minimierung interfragmentarer Relativbewegungen durch eine
suffiziente Frakturstabilisierung, den mechanobiologieunabhangigen Einfluss physischer
Aktivitat auf die Knochenbruchheilung zu untersuchen. Hierzu sollten Daten anhand

tierexperimenteller Versuche nach einem bewahrten Tiermodell gewonnen werden.
2.7 Fragestellung

Die durchgefiihrten tierexperimentellen Studien sollten die Frage beantworten, inwiefern
physische Aktivitat mittels Laufradtraining, nach Femurschaftfraktur am Mausmodell, einen
Einfluss auf die Knochenbruchheilung hat. Es war dabei bisher nicht bekannt, ob initiale
physische Aktivitat den Ablauf der Frakturheilung am Extremitdtenknochen hemmt, fordert

oder unbeeinflusst lasst.

Die Nullhypothese lautet:

,Physische Aktivitdt mittels Laufradtraining (Verum) hat im Mausmodell nach
Femurschaftfraktur gegentiber fehlendem Laufradtraining (Kontrollen) keinen Einfluss auf die
Knochenbruchheilung.*”

Die Knochenbruchheilung wurde 2 und 5 Wochen nach Frakturierung mit Hilfe

radiologischer, biomechanischer, histomorphometrischer sowie proteinbiochemischer

Methoden am postmortalen Knochen-Préparat untersucht.
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3. Material und Methodik

3.1 Intervention

3.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ausgewachsene, haarlose Mause (SKH1-Hr) mit einem
Korpergewicht von 30 - 40 g verwendet. Die Tierhaltung der Mause erfolgte unter
klimatisierten Raum-Bedingungen (Lufttemperatur: 22 - 24 °C, relative Luftfeuchtigkeit 60 %)
im Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes bei 12-
stindigem Tag- / Nachtrhythmus in Einzelkafigen. Wasser sowie Standarddiatfutter der
Firma Altromin (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) wurden in Pelletform ad libidum

bereitgestellt.

3.1.2 Implantatentwicklung

Standardisierte Versuchsbedingungen stellen eine grundlegende Voraussetzung fur die
tierexperimentelle Untersuchung von physiologischen und pathophysiologischen Ablaufen
der Frakturheilung dar. Rotationsinstabile Osteosynthesetechniken sind daher fir

Frakturstudien ungeeignet.

Aus diesem Grund wurde, um interfragmentare Relativbewegungen im Frakturspalt zu
minimieren und damit den Versuchstieren bereits am Operationstag ein regelméRiges
,Laufradtraining® zu ermdglichen, eine minimalinvasive rotations- und distraktionsstabile
Osteosynthesetechnik entwickelt (HOLSTEIN et al., 2009b).

Bei dieser Technik wird die erwiinschte Distraktions- und Rotationsstabilitdt durch eine
Frakturkompression mittels einer intramedullaren Zugschraube (Lange [L] 18,0 mm;
Durchmesser [D] 0,5 mm; Abb. 1 A und B) erzielt (Entwicklung mit Unterstitzung des AO
Developmental Institute, Davos, Schweiz). Die Titanschraube besitzt einen konischen
Schraubenkopf (Dpax 0,8 mm) sowie ein distales Gewinde (D 0,5; L 4,0 mm). Am
Gewindeende wurde die Schraube mit einem longitudinalen Lumen (L 1,0 mm; D 0,2 mm)

versehen, in das ein Fihrungsdraht eingebracht werden kann (HOLSTEIN et al., 2009b).

Fur die biomechanische Testung des Knochen-Implantat-Verbundes wurde eine spezielle
Testapparatur konstruiert, die eine Distraktions- und Rotationstestung ermoglicht. In

Vorversuchen wurden ex vivo Mausefemora in der Schaftmitte frakturiert und danach
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entweder mit der intramedullaren Zugschraube, dem Verriegelungsnagel (HOLSTEIN et al.,
2007) oder mittels Pin (MANIGRASSO et al., 2004) stabilisiert und gegeneinander getestet.
Zur Evaluierung der biomechanischen Eigenschaften von unfrakturierten Knochen wurden
zudem intakte Femora biomechanisch getestet (HOLSTEIN et al., 2009b).

Fiur die Distraktionstestung wurden die Knochen im Bereich der Kondylen an einem
Messsensor und im Bereich des Schenkelhalses an einem Testschlitten verankert. Durch
den mit konstanter Geschwindigkeit (0,145 mm/s) fahrenden Testschlitten wurde eine
ansteigende Distraktionskraft auf den Knochen ausgeulbt, die mit Hilfe des Messsensors
quantifiziert wurde. Die entsprechenden Weg-Distraktionskurven ergaben eine vergleichbare
Distraktionssteifigkeit der unfrakturierten und der mittels Schraubenosteosynthese
versorgten frakturierten Knochen. Die frakturierten Femora, die durch einen
Verriegelungsnagel oder einen Pin stabilisiert wurden, wiesen hingegen eine signifikant
verminderte Distraktionssteifigkeit auf (Abb. 2 A) (HOLSTEIN et al., 2009b).

Um die Rotationssteifigkeit der Proben zu analysieren, wurden die Knochenenden
longitudinal an zwei frei rotierenden Achsen mit Knochenzement fixiert. Wahrend die erste
Achse mit konstanter Geschwindigkeit (0,42 °/s) rotiert wurde, wurde an der zweiten Achse
das rotationsabhangige Drehmoment lber einen Messsensor quantifiziert. Die durch eine
Zugschraubenosteosynthese stabilisierten Femora wiesen eine signifikant hohere
Rotationssteifigkeit auf als die mittels Verriegelungsnagel oder Pin fixierten Knochen. Keine
Osteosynthesetechnik erreichte hingegen die Rotationssteifigkeit von unfrakturierten
Knochen (Abb. 2 B) (HOLSTEIN et al., 2009b).
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Abb. 1 A und B: Intramedullare Zugschraube (1). Die Titanschraube ist mit einem konischen
Schraubenkopf (5) und einem distalen Gewinde (6) versehen. Am Gewindeende wurde die Schraube
mit einem longitudinalen Lumen (7) ausgestattet, in das ein Fuhrungsdraht (4) eingefuhrt werden
kann. Uber eine Sollbruchstelle (2) ist die Schraube mit dem Eindrehinstrumentarium (3) verbunden.
Bei einem definierten Drehmoment kommt es zum Versagen der Sollbruchstelle, so dass alle

Frakturen mit der gleichen Kompression verschraubt werden (HOLSTEIN et al., 2009b).

[Nmm]

Abb. 2 A und B: Weg-Distraktionskurven (A) und Rotations-Drehmomentkurven (B) von
unfrakturierten ~ Knochen  (Kreise) sowie von  frakturierten  Knochen, die  mittels
Schraubenosteosynthese (Rechtecke), mittels Verriegelungsnagel (Dreiecke) oder mittels Pin
(Kreuze) stabilisiert wurden. *p<0.05 vs. Verriegelungsnagel und Pin (A), bzw. *p<0,05 vs. Schraube,
Verriegelungsnagel und Pin (B); #p<0.05 vs. Verriegelungsnagel und Pin (B). Werte sind als
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (HOLSTEIN et al., 2009b).
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3.1.3 Versuchsprotokoll

Der Tierversuch wurde nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes
durchgefuhrt und nach Genehmigung durch die zustandige Behorde (Dezernat 5, Saarpfalz-
Kreis, 66406 Homburg/Saar) unter dem AZ K110/180-07 am Institut fir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes durchgefuhrt.

Fur die aktuelle Studie wurden ausgewachsene SKH-1Hr Mause (30 - 40 g Kdrpergewicht
[KG]) zunachst fur zwei Tage in Kafigen mit Laufrad (ausgestattet mit einem Wegstrecken-
Tachometer) gehalten (Abb. 3). Als Einschlusskriterium in die Verumgruppe wurde eine
freiwillige Laufstrecke von 0,5 km/d festgelegt. Tiere der Verumgruppe wurden Uber den
gesamten Versuchszeitraum weiter in Kafigen mit Laufradern gehalten. Tiere der
Kontrollgruppe wurden in Kafigen ohne Laufrad gehalten. Die Tiere beider Versuchsgruppen
wurden nach 2 oder 5 Wochen durch eine Uberdosis Barbiturate getdtet. Vor Tétung der
Tiere wurde eine Rontgenaufnahme des operierten Femurs angefertigt (Inside IP-21 high
resolution dental films, Kodak, Rochester, NY, USA). Die Knochen wurden nach Tétung der
Tiere vom Weichteilgewebe befreit und nach Implantatentfernung fir die
histomorphometrische, biomechanische und proteinbiochemische Auswertung prépariert
(Tab. 1).

Abb. 3: Laufrad mit Streckentachometer (Pfeil)

24



Material und Methodik

In die Studie wurden insgesamt 73 Tiere eingeschlossen.

Laufrad Kontrollen
Standzeit 2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen
Radiologie n=20 n=16 n=22 n=15
Biomechanik n=8 n=8 n=9 n=7
Histomorphometrie n=8 n=8 n=9 n=8
Western Blot n=4 n=0 n=4 n=0

Tab. 1: Versuchsprotokoll

3.1.4 Operation

Die Operation wurde im Tieroperationssaal des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie
der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt. Hierbei wurden alle Versuchstiere in gleicher,

standardisierter Weise operiert.

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion einer Narkoselésung, bestehend
aus 1 ml Xylazin 2 % (Rompun, Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland), 0,75 ml
Ketamin 0,1 % (Ketavet, Pharmacia, Erlangen, Deutschland) und 8,25 ml physiologischer
Kochsalzlosung, narkotisiert. Appliziert wurde eine Dosis von 0,01 ml pro 1 g Korpergewicht.
Nach etwa 10 Minuten waren die Versuchstiere hierdurch fir eine Dauer von etwa 30 min

analgosediert.

Unter Analgosedierung erfolgte eine sorgfaltige Desinfektion der vorderen rechten
Kniegelenksregion mit Softasept N (Braun, Melsungen, Deutschland). Danach wurde unter
semisterilen Bedingungen nach manueller Fixation des Beines (Abb. 4) eine etwa 4 mm
lange Langsinzision der Haut medial der Patella durchgefiihrt (Abb. 5 und Abb. 6).
AnschlieRend wurde nach Erdffnung der Kniegelenkskapsel die Patella nach lateral luxiert
(Abb. 7). Uber die Fossa intercondylaris wurde daraufhin der Markraum des Femurs mit
einer Injektionsnadel (& = 0,55 mm) er6ffnet (Abb. 8). Eine weitere Injektionsnadel (& = 0,4
mm) wurde konsekutiv transmedullar durch die proximale Kortikalis im Bereich des
Trochanter major perkutan ausgeleitet (Abb. 8). Uber das Nadellumen wurde ein Wolfram-
Fuhrungsdraht (@ = 0,2 mm) vorgeschoben (Abb. 9). Aufgrund der hohen Harte dieses
Drahtes (Vickers-Harteindex: 500, Zugfestigkeit: 1920 MPa) wird eine Verbiegung wahrend
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der nachfolgenden Frakturierung weitestgehend vermieden. Mit Hilfe einer Guillotine-
ahnlichen Drei-Punkt-Vorrichtung (Abb. 10 A und B, Abb. 11 und Abb. 12) wurde nach
Entfernung der Nadel das Femur bei liegendem Fuhrungsdraht frakturiert. Im Anschluss
daran wurde die Zugschraube Uber den Fuhrungsdraht vorgeschoben und mit einem
definierten Drehmoment eingedreht (Abb. 13 und Abb. 14). Nach Reposition der Patella
(Abb. 15) und Verschluss der Wunde (Abb. 16) erfolgte die abschlieRende radiologische
Kontrolle von Implantatlage und Fraktur (entsprechend AO/ASIF-Klassifikation Typ A2-3)
(KOCH et al., 1990) (Abb. 17). Hierzu wurden seitliche Réntgenaufnahmen der betroffenen
Femora in der Klinik fur Zahnerhaltung, Parodontologie und Praventive Zahnheilkunde der
Universitat des Saarlandes angefertigt (Dentalrontgengerét Heliodent DS, Sirona Dental
Systems, Bensheim, Deutschland; Inside IP-21 high resolution dental films, Kodak,
Rochester, USA; Entwickler Periomat plus, Dirr Dental, Bietigheim-Bissingen, Deutschland).
Die Belichtungszeit der Aufnahmen betrug 0,08 s bei einer Stromstéarke von 7 mA und einer

Spannung von 60 mV.

Zur Linderung postoperativer Schmerzen wurden die Tiere durch eine subcutane Injektion
von 0,05 ml Carprofen (Rimadyl, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) unmittelbar nach

Beendigung der Operation analgesiert.

Abb. 4: Fixierung des Beines wahrend der Operation (KLEIN, 2008)
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Abb. 5: Hautschnitt Gber einen mediopatellaren Zugang (KLEIN, 2008)

Abb. 6: Sicht auf das Ligamentum patellae (KLEIN, 2008)
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Abb. 7: Sicht auf die Fossa intercondylaris nach Er6ffnung der Kniegelenkskapseln und Luxation der

Patella nach lateral

Abb. 8: Transmedulldre Einbringung einer Injektionsnadel nach Markraumer6ffnung im Bereich der

Fossa intercondylaris
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Abb. 9: Wolfram-FlUhrungsdraht im Markraum des Femurs nach Vorschieben tber das Nadellumen

Abb. 10 A und B: Frakturapparatur nach Schmidmaier et al. (1) Fallgewicht von 80g, (2) Fuhrungsstab,
(3) Stempelplatte, (4) Gegenhalter (SCHMIDMAIER et al., 2004)
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Abb. 12: Geschlossene Frakturierung des Femurs (KLEIN, 2008)
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Abb. 13: Vorschieben der Zugschraube tber den Fihrungsdraht

Abb.14: Eindrehen der Zugschraube mit einem definierten Drehmoment bis zum Versagen der

Sollbruchstelle
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Abb. 15: Reposition und Refixation der Patellarsehne mit Verschluss des Kniegelenks (KLEIN, 2008)

Abb. 16: Hautnaht
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Abb. 17: Postoperative Rontgenaufnahme zur Dokumentation der Fraktur und der Implantatlage

3.2 Zielkriterien und Auswertung

3.2.1 Biomechanik

Nach Implantatentfernung wurden die praparierten Femora entsprechend der im Abschnitt
Implantatentwicklung beschriebenen Rotationstestung in die Messapparatur eingespannt
(Abb. 18 A und B). Unter konstanter Rotation (0,42 °/s) wurden folgende Parameter

bestimmt:

- Drehmoment bei (erneutem) Bruch des (ausgeheilten) Knochens [Nmm]
- Rotationswinkel bei (erneutem) Bruch des (ausgeheilten) Knochens [°]

- Torsionssteifigkeit des (ausgeheilten) Knochens [Nmm/°]

AuRRerdem wurde das intakte kontralaterale Femur jedes Tieres biomechanisch getestet, um
individuelle Qualitatsunterschiede bezuglich der Knochen der einzelnen Tiere zu
berlcksichtigen. Die Messergebnisse der operierten Knochen wurden in Relation zu den
unfrakturierten Knochen gesetzt.
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Abb. 18 A und B: Rotationstestung: Das an den Knochenenden, longitudinal an zwei frei rotierenden
Achsen fixierte Femur (Pfeil) wurde mittels einer Zugmaschine (Doppelpfeil) rotiert. Wahrend die erste
Achse mit konstanter Geschwindigkeit (0,42 °/s) rotiert wurde, wurde an der zweiten Achse das
rotationsabhangige Drehmoment Uber einen Messsensor (Pfeilspitze) quantifiziert (A). Das proximale
und distale Ende des Femurs wurden jeweils mittels Knochenzement (Polymethylmethacrylat) in
Stahlzylindern fixiert (B, Pfeilspitzen).

3.2.2 Histomorphometrie

Fur die histomorphometrische Auswertung wurden die praparierten Knochen fur 24 h in 4 %
phosphatgepuffertem Formalin fixiert und anschliel3end fir weitere 5 Wochen in 10 % EDTA
bei 4 °C entkalkt. Nach Einbettung in Paraffin wurden longitudinale Schnitte (5 pm)
hergestellt. Entsprechend den Empfehlungen der American Society of Bone and Mineral
Research (ASBMR) (PARFITT et al., 1987) wurden die Bilder in Masson-Goldner-Farbung
bei einer VergroRerung von 1,25 x (Olympus BX60 Microscope, Olympus, Tokio, Japan)
digitalisiert (Zeiss Axio Cam und Axio Vision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und
folgende Parameter analysiert (ImageJ Analysis System, NIH, Bethesda, MD, USA):

- Flache des periostalen Kallus / Femurdurchmesser [mm]

- Flache des kndchernen periostalen Kallus / Flache des periostalen Kallus [%]

- Flache des knorpeligen periostalen Kallus / Flache des periostalen Kallus [%0]

- Flache des bindegewebigen periostalen Kallus / Flache des periostalen Kallus [%6]

3.2.3 Western Blot

Um die Zellproliferationsrate innerhalb des Kallus zu evaluieren, wurden Western Blot-
Analysen fur das Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) durchgefihrt. Zudem wurde die
Proteinexpression des Wachstumsfaktors VEGF mittels Western Blot-Analyse quantifiziert.
Fur die Extraktion der Gesamtproteinfraktion wurden gefrorene Kallusproben (-80 °C) in
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Lésungspuffer homogenisiert, fir 30 Minuten inkubiert und far weitere 30 Minuten
zentrifugiert (16000 g). Nachdem die Gesamtproteinfraktion aus dem Uberstand gewonnen
wurde, wurden die Proteinkonzentrationen mit dem Lowry Assay (mit bovinem Serum-
Albumin [BSA] als Standard) bestimmt. Im Anschluss wurden 60 ug Protein pro Kammer auf
10 % Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel verteilt und auf Polyvinyldifluorid-
Membranen (BioRad, Miunchen, Deutschland) transferiert. Nach Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen wurden die Membranen fur 2 Stunden mit einem monoklonalen Maus-anti-
PCNA-Antikorper (DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark), bzw. einem monoklonalen
Maus-anti-VEGF-Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), inkubiert.
Die Proteinexpression wurde mittels Chemiluminiszens (ECL) auf UV-sensitiven
Autoradiographie-Filmen  visualisiert ~ (Hyperfim  ECL; Amersham  Biosciences,
Buckinghamshire, UK). Die Signale wurden desitometrisch ausgewertet (Geldoc, Quantity
one software; BioRad, Hercules, CA, USA) und gegen B-Aktin normalisiert (mouse anti-f3-

actin; Sigma, Taufkirchen, Deutschland).

3.3 Statistik

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
Versuchsgruppen wurden mittels einseitigem ANOVA bzw. Student-Newman-Keuls-Test
miteinander verglichen, so dass der Alpha-Fehler fiir Mehrfachvergleiche ausgeglichen
wurde. Die Statistik wurde mit Hilfe des SigmaStat Software Package (Jandel, San Rafael,
USA) durchgefiihrt. Es wurde ein P-Wert von < 0,05 festgelegt, um signifikante Unterschiede

anzuzeigen.
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4. Ergebnisse

4.1 Postoperativer Verlauf

Im postoperativen Verlauf kam es meistens bereits am OP-Tag, spatestens jedoch innerhalb
von 2 Tagen, zu einer Aufbelastung des frakturierten Beines. Zu diesem Zeitpunkt waren die
Tiere mobil und zeigten, verglichen mit dem préoperativen Zustand ein ahnliches Verhalten.
AuRere Schmerzzeichen oder eine Beeintrachtigung des Bewegungsablaufes waren nicht

erkennbar.
Postoperative Ausschlusskriterien:

- nachgewiesener Knochen- oder Weichteilinfekt

- Gewichtsabnahme von mehr als 20 % des Kdrpergewichtes

- makroskopisch oder radiologisch erkennbare Implantatdislokation

- Frakturen, bei denen keine Frakturkonfiguration Typ A2 oder A3 gemaf der
AO/ASIF-Klassifikation (KOCH et al., 1990) in Schaftmitte erzielt wurde

4.2 Laufstrecke

Alle Tiere der Verumgruppe benutzten das ihnen angebotene Laufrad sowohl vor als auch
nach der Operation. Die durchschnittlich zuriickgelegte Laufstrecke betrug 2 Wochen nach
Frakturierung 23,5 km und 5 Wochen nach Frakturierung 104,3 km. Dementsprechend
betrug die taglich zurtickgelegte Laufstrecke in der 2-Wochen-Verumgruppe 1,7 km/d und in
der 5-Wochen-Verumgruppe 3,0 km/d (Abb. 19 A und B).
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Abb. 19 A und B: Durchschittlich zuriickgelegte Laufstrecke (Mittelwerte + Standardabweichung) der
Laufradtiere nach 2 Wochen (A) und 5 Wochen (B)

4.3 Makroskopie

Post mortem wurden alle Tiere wahrend der Explantation der operierten Femora auf
eventuelle Pathologien hin untersucht. Dabei wurde besonderer Wert auf die Begutachtung
der femoro-patellaren und der femoro-tibialen Gelenkverhéltnisse, der Beinmuskulatur sowie
der Frakturlokalisation gelegt. In diesem Zusammenhang waren keine Hinweise auf Patella-
oder Kniegelenksluxationen, Wundheilungsstérungen, Infekte oder Muskelatrophien
erkennbar. Weiterhin wurde die korrekte Lage der Schraube und deren fester Sitz bei jedem
Tier Uberpruft. Alle in die Studie eingeschlossenen Tiere wiesen makroskopisch eine

middiaphyséare Femurschaftfraktur ohne erkennbare Implantatdislokation auf.

Nach primarer Resektion des Weichteilmantels wurde zuerst die Uberbauung des
Frakturspaltes begutachtet. Hierbei zeigte sich im Frakturbereich eine deutliche
Kallusbildung, wobei sich hinsichtlich KallusgréRe und Kallusbeschaffenheit makroskopisch
keine erkennbaren Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ergaben. Zudem war keine

Achsabweichung der Knochen erkennbar.

4.4 Radiologie

Die bei Tétung nach 2 bzw. 5 Wochen angefertigten Rontgenaufnahmen zeigten verglichen
mit den postoperativen Ro6ntgenbildern sowohl eine unverédnderte, achsgerechte
Frakturstellung als auch eine unverdnderte Implantatlage. Korrespondierend zur
makroskopischen Begutachtung waren radiologisch Zeichen einer Frakturiberbriickung

erkennbar. Es ergaben sich keine ersichtlichen Unterschiede beziglich Grofze und
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radiologischer Dichte des Frakturkallus. Radiologische Zeichen einer verzdégerten oder

ausbleibenden Knochenbruchheilung fanden sich bei keinem Versuchstier.

4.5 Biomechanik

Quantifiziert wurde die biomechanische Stabilitat der verheilten Knochen durch eine
Rotationstestung. Hierbei wurde, um interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen
Tieren zu berlcksichtigen, eine Testung sowohl des frakturierten rechten Femurs als auch
des intakten, unfrakturierten linken Femurs durchgefiihrt. Folglich wurden die Messwerte der

rechten Seite in Relation zur intakten linken Seite gesetzt.

Die Versuchsgruppen wiesen in der quantitativen Auswertung der relativen Kallussteifigkeit
sowie des relativen Drehmoments und Winkel bei Kallusversagen weder nach zweiwochiger

noch nach fiinfwdchiger Frakturheilung signifikante Unterschiede auf (Abb. 20).

[ relativer Drehmoment
] Winkel bei Kallusversagen

150 A []relative Kallussteifigkeit
100
;'?
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LR K LR K
[ [
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Abb. 20: In der biomechanischen Rotationstestung zeigten sich weder nach 2 Wochen (2w) noch nach
5 Wochen (5w) signifikante Unterschiede hinsichtlich relativem Drehmoment (schwarz) sowie Winkel
(weiR) bei Kallusversagen und relativer Kallussteifigkeit (grau). Die Messwerte der operierten Femora
sind in Prozent der kontralateralen intakten Gegenseite dargestellt (LR=Laufradgruppe,

K=Kontrollgrupe). Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
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4.6 Histomorphometrie

Die Auswertung des Frakturkallus erfolgte am sagittalen longitudinalen Schnittpraparat. Es

wurde jeweils der Bereich des max. Frakturkallus gewabhilt.

Die Untersuchung der Schnitte aller 4 Gruppen zeigte histologisch das charakteristische Bild
einer sek. Frakturheilung mit membrantser und endochondraler Ossifikation. Histologische
Zeichen einer ausbleibenden oder verzégerten Frakturheilung, wie beispielsweise eine
durchgehende Bindegewebsformation zwischen den beiden Frakturenden waren bei keiner
Probe zu erkennen (Abb. 21 A, B, C und D). Somit konnte bei allen Tieren eine knécherne
oder knorpelige Uberbriickung der Fraktur nachgewiesen werden. Histomorphometrisch
ergaben sich weder nach zweiwochiger noch nach funfwochiger Frakturheilung signifikante
Unterschiede was die KallusgréRe und die quantitative Gewebszusammensetzung des
Kallus betrifft (Abb. 22 A und B).

Abb. 21 A, B, C und D: Reprasentative histologische Schnitte des Frakturkallus nach 2 (A und B) und
nach 5 (C und D) Wochen Knochenbruchheilung. Die Abbildungen (A) und (C) zeigen den
Frakturkallus eines Versuchstieres, (B) und (D) den Kallus eines Kontrolltieres. Nach zwei Wochen
Frakturheilung zeigt sich eine Kalluszusammensetzung aus Knochen- (1), Knorpel- (2) und
Bindegewebe (3) im Sinne einer sekundaren Frakturheilung mit membranéser und enchondraler
Ossifikation. Nach finf Wochen wurde das Knorpel- und Bindegewebe im Rahmen des
Remodellingprozesses durch Geflechtknochen ersetzt.
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Abb. 22 A und B: Histomorphometrisch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Gruppen hinsichtlich der KallusgréRe (A) und der qualitativen Gewebszusammensetzung von
Knochen (schwarz), Knorpel (weifl3) und Bindegewebe (grau) innerhalb des Kallus (B). Werte sind als

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

4.7 \Western Blot

In der Western Blot-Analyse konnte fur alle Versuchstiere der Nachweis der Expression des
Proliferationsmarkers PCNA und des Wachstumsfaktors VEGF erbracht werden. Hier
konnten auch in der quantitativen Analyse der unterschiedlichen Proteinexpressionen
entsprechend den Ergebnissen der biomechanischen und histomorphometrischen
Auswertungen keine gruppenspezifischen Unterschiede festgestellt werden (Abb. 23 und
Tab. 2).

Laufrad Kontrollen
R-Aktin | D oD b 4> D -~ a» €
VEGF S O O
PCNA o= o o» a9 & e o9 oD

Abb. 23: Western Blot-Analyse der Expression des Wachstumsfaktors VEGF sowie des
Proliferationsmarkers PCNA. Die Signale wurde desitometrisch ausgewertet und gegen R3-Aktin

normalisiert.
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Laufrad Kontrollen P
VEGF [OD*mm2] 9,4 + 10,2 3,4+3,7 0,34
PCNA [OD*mm2] 20,1+ 3,0 159+ 3,0 0,09

Tab. 2: Quantitative Analyse der Expression von VEGF und PCNA innerhalb des Kallus nach 2

Wochen Frakturheilung. Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Die Knochenbruchheilung stellt einen komplexen biologischen Prozess dar, der die
Interaktion zahlreicher auch knochenfremder Gewebstypen, wie etwa des periossaren
Weichteilgewebes oder des GefaR-Kreislauf-Systems, erfordert (STREET et al.,, 2002).
Aufgrund des komplexen ortlichen und zeitlichen Zusammenspiels der verschiedenen
Phasen der Frakturheilung und aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit des ossaren
»micro-environments“ sind In-vitro-Untersuchungen zur Knochenbruchheilung nur sehr
begrenzt aussagekraftig (FRIEDMAN et al., 1996). In dieser Studie wurde daher der Einfluss
von forcierter physischer Aktivitat auf die Knochenbruchheilung am Tiermodell untersucht.

Es gibt viele Griinde, warum Kleintiermodelle, insbesondere Modelle an der Maus, Vorteile
gegenuber Grofdtiermodellen fur Studien zur Frakturheilung aufweisen. Geringe Kosten fur
die Beschaffung, Zucht und Haltung dieser Spezies ermdglichen es, grol3e Versuchsgruppen
zu bilden. Das Genom der Maus ist zudem in seiner Gesamtheit entschlisselt. Hierdurch
entsteht ein enormer Vorteil, was die Durchfuhrung molekularbiologischer Studien zur
Untersuchung der Knochenbruchheilung betrifft. AuBerdem hat die Maus aufgrund einer
Vielzahl verfugbarer Knockout-Stdmme und spezifischer Antikdrper wahrend der letzten
Jahre als Versuchstier fur Frakturstudien wesentlich an Bedeutung gewonnen (MICLAU,
HELMS, 2000).

Die geringe GroRRe der Maus stellt in der Entwicklung von Frakturmodellen eine groR3e
Herausforderung dar. GroRe Réhrenknochen, wie Femur und Tibia, sind daher am besten fir
Studien zur Frakturheilung geeignet (HILTUNEN et al., 1993; MANIGRASSO, O'CONNOR,
2004). Frakturmodelle an Rippenknochen hingegen erwiesen sich wegen ihrer unglnstigen
Anatomie als eher unbrauchbar fir biomechanische Testmethoden. Sie wurden daher fast
ausschlie3lich fir Genexpressionsanalysen wahrend der Frakturheilung angewandt
(NAKASE et al., 1994; ITO et al., 1999; YAMAGIWA et al., 1999).

Als etabliertestes Mausmodell zur Untersuchung der Frakturheilung gilt das von Hiltunen et
al. 1993 beschriebene Frakturmodell an der Mausetibia (HILTUNEN et al., 1993). Wegen
des nach distal abnehmenden Durchmessers der Tibia entstehen jedoch durch nur leicht
abweichende Frakturhéhen merklich unterschiedliche Kallusgrof3en. Die Genauigkeit
biomechanischer Tests wird zudem durch den triangularen Querschnitt und die gebogene

Achse der Tibia eingeschrankt. Ein weiteres Problem stellt die Tatsache dar, dass in
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geschlossenen Tibia-Frakturmodellen meist auch die Fibula bricht. Hierbei kommt es
entweder zur Bildung von zwei getrennten Kalli oder von einem kombinierten Kallusverbund
(Abb. 24). Konsekutiv unterliegt die Kallusgrof3e und Kallusbeschaffenheit in diesen
Modellen einer grof3en Heterogenitat. Um eine Fibulafraktur zu verhindern, muss die Tibia
sehr weit distal, in der Nahe der Metaphyse frakturiert werden. Dies ist jedoch in Studien mit
geschlossenen Frakturmodellen nicht in standardisierter Form praktikabel (HOLSTEIN et al.,
2009a).

Abb. 24: In geschlossenen Tibia-Frakturmodellen an der Maus wird meist auch die Fibula frakturiert,
was entweder in zwei getrennten Kalli oder in einem kombinierten Kallusverbund resultiert
(HILTUNEN et al., 1993).

Betrachtet man die anatomischen Vorteile des Mausefemurs, so liegen diese gegenuber
der Tibia in einem einheitlichen runden Querschnitt bei guter Weichteildeckung (CHEUNG et
al., 2003). Die Kallusgro3e von diaphysaren Frakturen auf unterschiedlicher H6he ist somit
vergleichbar. Anhand der geraden longitudinalen Achse des Mausefemurs kann daher mit
grol3er Sicherheit eine standardisierte Fraktur erreicht werden. Was die biomechanische
Testung angeht, so ist diese aufgrund der anatomischen Gegebenheiten am Femur ebenfalls
zuverlassiger als an der Tibia. Zusammengefasst ist das in der hier vorgestellten Studie
gewahlte Mausefemur, im Vergleich zur Tibia, als geeigneter fir Studien zur Frakturheilung
anzusehen (HOLSTEIN et al., 2009a).

In Untersuchungen zur Knochenbruchheilung werden sowohl offene als auch geschlossene
Frakturmodelle verwendet. Bei geschlossenen Modellen liegt der Vorteil in dem relativ
einfachen Zugangsweg, durch den nur ein minimaler Weichteilschaden verursacht wird. In
Modellen mit offener Fraktur wird das Femur meist durch einen lateralen longitudinalen
Zugang unter Sicht frakturiert oder osteotomiert (CHEUNG et al., 2003; GARCIA et al.,
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2008). Durch die deutlich invasivere Vorgehensweise kommt es bei dieser Operation jedoch
zu einem relativ groBen Weichteilschaden, der die Frakturheilung potentiell beeinflusst.
Extramedullare Implantate werden meist in offenen, intramedullare Implantate hingegen in
geschlossenen Frakturmodellen verwendet. Betrachtet man die geschlossenen Modelle, wird
deutlich, dass intramedullare Implantate sowohl das Knochenmark als auch das Endost
verletzen kdnnen, da aufgrund der Schwierigkeit einer Einbringung nach Frakturierung der
Kochen bei liegendem Implantat frakturiert wird. In unserem geschlossenen Modell wurde
allerdings uber einen zuvor eingebrachten Fihrungsdraht eine Frakturierung ohne
einliegendes Implantat ermoglicht, so dass durch diese Technik ein klinisches Trauma-

Szenario reproduziert wird.

Viele der bisherigen Frakturstudien an Mausen wurden wegen der fehlenden Mdoglichkeit
einer stabilen Osteosynthesetechnik unter Verwendung von instabilen intramedullaren Pin-
Fixationstechniken (BHANDARI et al., 2000; STREET et al., 2002; MANIGRASSO,
O'CONNOR, 2004) oder ganz ohne Stabilisierung der Fraktur (LE et al., 2001; COLNOT et
al.,, 2003; OPOLKA et al.,, 2007) durchgefuhrt. Es konnte in Grof3tiermodellen gezeigt
werden, dass exzessive Relativbewegungen zwischen den Knochenfragmenten zu einer
signifikant erniedrigten Knochensubstanz im Bereich des Frakturkallus filhren und somit in
der Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose resultieren kénnen (CLAES et al., 2002;
LIENAU et al.,, 2006). Die zwischen den Frakturenden auftretenden Scherkrafte fihren
zudem zu einer herabgesetzten Knochensteifigkeit innerhalb des Frakturspaltes (RONTGEN
et al., 2010). Dahingegen verursacht eine axiale Stauchung der Frakturenden eine hdhere
Knochendichte des Frakturkallus (AUGAT et al., 2003). In weiteren Studien konnte dartber
hinaus nachgewiesen werden, dass UberméaRige Relativbewegungen zwischen den
Frakturenden eine Hemmung der Angiogenese hervorrufen (CLAES et al., 2002; LIENAU et
al.,, 2005). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Expression angiogener und
osteogener Zytokine durch das ,biomechanical environment® im Frakturspalt beeinflusst wird
(NOMURA, TAKANO-YAMAMOTO, 2000; LIENAU et al., 2005; OGILVIE et al., 2012). Auch
in Frakturstudien am Mausmodell konnte der Einfluss von mechanischen Faktoren wahrend
der Frakturheilung auf den Ablauf der chondrogenen und osteogenen Zytokin-Induktion, auf
die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen sowie auf die GroBe und
Gewebszusammensetzung des Frakturkallus demonstriert werden (LE et al., 2001; GARCIA
et al., 2008). In Groldtiermodellen ist die Verwendung von standardisierten
Osteosynthesetechniken, welche definierte biomechanische und biologische Konditionen zur
Untersuchung der Frakturheilung garantieren, mittlerweile selbstverstandlich (AUER et al.,
2007). Bei Modellen zu Frakturstudien an der Maus, deren Hauptanwendungsgebiet in der

Erforschung der molekularen Aspekte der Frakturheilung liegt, wird hingegen oft diskutiert,
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ob biomechanischen Standards benétigt werden (HOLSTEIN et al., 2008; HOLSTEIN et al.,
2009a). Aufgrund der Tatsache, dass die Stabilitat der Osteosynthese auch an der Maus
einen enormen Einfluss auf den Ablauf der Knochenbruchheilung und insbesondere auf die
Expression angiogener und osteogener Zytokine hat, sind entsprechende Argumente nicht
nachvollziehbar, so dass stabile Osteosynthesetechniken auch an der Maus anzustreben
sind (HOLSTEIN et al., 2009a; STECK et al., 2011; HISTING et al., 2016).

Vor dem Hintergrund, dass die mechanischen Gegebenheiten im Frakturspalt einen hohen
Einfluss auf die Knochenbruchheilung haben, sind die Ergebnisse solcher Studien nur sehr
begrenzt aussagekraftig (AUGAT et al., 1998). Der Nachteil einer rotations- und achsstabilen
Osteosynthese am Mausmodell mit Hilfe eines Fixateur externe (CHEUNG et al., 2003) liegt
beispielsweise im hohen Implantatgewicht (etwa 25 % des KG der Maus). Der

physiologische Bewegungsablauf der Maus wird folglich stark behindert.

Durch eine von unserer Arbeitsgruppe entwickelte intramedullare Zugschraube, war es in
dieser Studie erstmals maoglich, bei minimalinvasiver Operationstechnik eine distraktions-
und rotationsstabile Osteosynthese an der Maus zu etablieren (HOLSTEIN et al., 2009b).
Wegen der minimalen Behinderung durch das intramedullare Implantat und des wenig
traumatisierenden Eingriffs konnte bei den Versuchstieren bereits am ersten bis zweiten
postoperativen Tag ein physiologischer Bewegungsablauf beobachtet werden. Demzufolge
benutzten die Tiere schon am Tag der Operation die ihnen angebotenen Laufrader und
absolvierten am ersten bis dritten postoperativen Tag mit préaoperativ vergleichbare
Laufstrecken. Es konnten somit standardisierte Bedingungen geschaffen werden, um die

Effekte von physischer Aktivitat auf die Knochenbruchheilung zu untersuchen.

Der operative Eingriff, die Allgemeinnarkose und die postoperative Analgesierung wurden
von den Versuchstieren gut toleriert. Eine Narkosedauer von etwa 30 Minuten erwies sich
sowohl fur den durchgefihrten Eingriff als auch fir die postoperative Rontgenkontrolle als
zeitlich ausreichend kalkuliert. Da die Tiere bereits am ersten bis zweiten postoperativen Tag
einen physiologischen Bewegungsablauf aufwiesen, ist von einer postoperativ adaquaten
Belastung der Extremitat bei stabiler Osteosynthese auszugehen. Zum Toétungszeitpunkt
fanden sich bei standardisiert reproduzierbarer Frakturheilung keine Anzeichen von
Wundheilungsstorungen, Infekten oder sonstigen Pathologien. Retrospektiv kann das
gewahlte Tiermodell daher ohne wesentliche Einschrankungen als reproduzierbar und fir die

Fragestellung als geeignet beurteilt werden.
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Entsprechend der radiologischen Auswertungen fihrte das beschriebene Modell zu einem
typischen sekundaren Frakturheilungsverlauf mit maximaler Kallusbildung nach zwei- bzw.
knécherner Frakturiberbauung nach flinfwochiger Frakturheilung. Die Analyse von
Manigrasso und O’Connor zeigte 2004 in einem Femurmarknagel-Modell den zeitlichen
Ablauf der Frakturheilung an der Maus (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Hierin konnte
eine maximale Kallusbildung nach 2 Wochen nachgewiesen werden. Nach 4 Wochen zeigte
sich bei den meisten Versuchstieren eine kndcherne Durchbauung des Frakturkallus,
wahrend sich der Knochen nach einer Dauer von 6 Wochen in der Phase des Remodelings
befand. Ab dem Zeitpunkt einer sicheren knéchernen Durchbauung gilt eine Fraktur unter
klinischen Bedingungen als weitestgehend stabil verheilt (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).
Vor diesem Hintergrund wahlten wir in unserer Studie einen 2- und einen 5-Wochen-
Zeitpunkt aus, um den Einfluss von physischer Aktivitat auf die Knochenbruchheilung zu

untersuchen.

Die Knochenbruchheilung wird in den meisten Frakturmodellen nach definierten
Zeitabschnitten mit radiologischen, biomechanischen und histologischen Methoden

analysiert.

Zur Durchfihrung der biomechanischen, histologischen und proteinbiochemischen
Untersuchungen mussten die Versuchstiere in unserer Studie getttet werden. Es ist jedoch
grundsatzlich moglich, die Frakturheilung auch am lebenden Tier mit verschiedenen
Bildgebungsverfahren zu analysieren. Neben Mikro-PET- und Mikro-MRT-Untersuchungen,
gibt es auch innovative Verfahren der molekularen Bildgebung, wie etwa Biolumeneszenz-
oder Nukleartomographie, die bezlglich der Darstellung von Gewebemorphologie,
Genexpression, Proteindegradation, Zellmigration und Zelltod in lebenden Tieren neue
Mdoglichkeiten eréffnen (LEE et al.,, 2008; LU et al., 2005; ZACHOS et al.,, 2007).
Hochauflosende RoOntgenaufnahmen und 2D- sowie 3D-Mikro-CT-Untersuchungen sind
jedoch etablierte Standardverfahren der Knochenbildgebung. Mittels konventioneller
Rontgenaufnahmen ist es mdglich, GroRe und radiologische Dichte des Kallusgewebes
sowohl in vivo als auch am resezierten Knochen zu analysieren (AUGAT et al.,, 2005;
GARCIA et al. 2008; HOLSTEIN et al., 2007b). In dieser Arbeit entschieden wir uns fir die
konventionelle Rontgendiagnostik, um die Lage des intramedullaren Implantats nach
durchgefihrter Osteosynthese sowie vor Tétung der Versuchstiere zu kontrollieren. Die vor
Totung der Versuchstiere angefertigten Rontgenaufnahmen dienten zudem der quantitativen
Analyse der KallusgroRe. Die Eignung dieser Messmethode fiir die Untersuchung der
Kallusgréf3e konnte durch eine Korrelation der radiologischen und histologischen Ergebnisse

bestatigt werden.
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Die Standardmethode in der Untersuchung der Frakturheilung stellt die quantitative
histologische Auswertung (Histomorphometrie) des Frakturkallus dar (GERSTENFELD et al.,
2005). Zur Gewabhrleistung von standardisierten histomorphometrischen Analysen wurde
unsere Studie gemal den Empfehlungen zu Messparametern und Nomenklatur der ASBMR
durchgefuhrt (PARFITT et al, 1987). Zusatzlich zur Histomorphometrie ermdglichen
immunhistochemische Analysen die In-situ-Detektion von Proteinen wie Zytokinen und
Zellmarkern innerhalb des Frakturkallus (HOLSTEIN et al., 2007b). Die Schwierigkeit in der
Gewebstypenanalyse von standardisierten, zweidimensionalen Schnittpréparaten liegt in der
heterogenen dreidimensionalen Struktur des Frakturkallus. Dennoch ermoglichen
longitudinale Schnittpraparate im Bereich des maximalen Femurdurchmessers hierbei eine
reproduzierbare und reprasentative Darstellung der KallusgroRBe sowie der
Gewebezusammensetzung des Frakturkallus. Dementsprechend wahlten wir zur
histomorphometrischen Auswertung des Frakturkallus eine, in Anlehnung an vergleichbare
Frakturstudien an Maus und Ratte, longitudinale middiaphysare Schnittfihrung
(GERSTENFELD et al., 2005). Grundsatzlich kann sowohl ein calcificierter als auch ein
decalcificierter Knochen histologisch aufgearbeitet werden (GERSTENFELD et al., 2005). In
der vorliegenden Arbeit wurden die histologischen Untersuchungen am decalcificierten
Knochen durchgefiihrt, da so die Moglichkeit einer zusatzlichen immunhistochemischen
Farbung der Schnittpraparate besteht. Ein Nachteil histomorphometrischer Analysen besteht
darin, dass Aussagen zum Kalksalzgehalt am decalzifizierten Knochen nicht eindeutig

getroffen werden kénnen.

Fur die biomechanische Knochentestung stehen generell drei etablierte Verfahren zur
Verfugung: Die 3-Punkt-Biegung, die 4-Punkt-Biegung und die in dieser Arbeit verwendete
Rotationstestung (BURSTEIN & FRANKEL, 1971). Der Nachteil der 3-Punkt-Biegung liegt in
der maximalen Belastung Uber nur einem Punkt des Knochens (BURSTEIN & FRANKEL,
1971). Bei der 4-Punkt-Biegung hingegen wird die maximale Kraft iber eine gro3ere Flache
verteilt (BURSTEIN & FRANKEL, 1971). Fir diese Messmethode muss jedoch bei einem
Knochen mit einem Durchmesser von etwa 1,9 mm die einwirkende Kraft auf eine etwa 30
mm lange Messflache verteilt werden. Die Verwendung einer 4-Punkt-Biegung ist daher
aufgrund der durchschnittlichen Lange des Mausefemurs von etwa 15 mm (MANIGRASSO &
O'CONNOR, 2004) technisch schwer umsetzbar. Ein weiterer Nachteil dieser Methoden ist
die Tatsache, dass in beiden biomechanischen Biegungstestungsverfahren ein nur
geringfugiges Verdrehen des Knochens ausreicht, um die Prézision und Wiederholbarkeit
der Testung stark einzuschréanken (LIND et al., 2001). Der Vorteil der Rotationstestung liegt
darin, dass hier leichte Veranderungen in der Knochengeometrie keine wesentlichen

Auswirkungen auf die Quantifizierung der Rotationssteifigkeit haben, da das Drehmoment
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gleichmaRig Uber die gesamte Lange des Femurs verteilt wird (LIND et al., 2001; STEINER
et al., 2015). In der klinischen Praxis wird ein Giberschiissiges Drehmoment als ein gangiger
Frakturmechanismus betrachtet (BURSTEIN & FRANKEL, 1971). Die Rotationstestung
imitiert somit ein realitdtsnahes klinisches Fraktur-Szenario. Demzufolge sehen wir in der
Rotationstestung eine geeignete Messmethode zur Untersuchung der biomechanischen
Eigenschaften des heilenden Knochens.

Die Erfassung der Zellproliferation innerhalb des Frakturkallus erfolgte mittels Western Blot
durch Nachweis des Proliferationsmarkers PCNA. Die Zellproliferation stellt wie in jedem
regenerierenden Gewebe auch wahrend der Knochenheilung den zentralen
Regenerationsprozess dar. Durch einen Antikdrper gegen PCNA, welches von der frihen
G1-Phase bis zur S-Phase exprimiert wird, kann die Zellproliferation im Frakturkallus
nachgewiesen werden. Wahrend der G2- und M-Phase nimmt die Expression von PCNA ab.
Wildemann et al. konnten, trotz der teilweise kontroversen Diskussionen lber die Spezifitat
von PCNA als Proliferationsmarker aufgrund seiner hohen Expressionsrate wahrend der
verschiedenen Phasen des Zellzyklus (McCORMICK et al., 1993) zeigen, dass PCNA einen
zuverlassigen Marker zur Analyse der Zellproliferation wahrend der Frakturheilung darstellt
(WILDEMANN et al., 2003). Im Frakturkallus der Ratte konnten lwaki et al. eine vermehrte
PCNA-Expression bis zum 14. Tag nach Frakturierung nachweisen (IWAKI et al., 1997). In
der vorliegenden Arbeit analysierten wir die Expression von PCNA daher ebenfalls nach

zweiwdchiger Frakturheilung.

Mittels Western Blot untersuchten wir zudem die Expression von VEGF wahrend der
Frakturheilung. Verschiedene Studien konnten belegen, dass VEGF eine entscheidende
Rolle hinsichtlich der Calcificierung des Frakturkallus und der Einsprossung von Geféal3en in
den Frakturkallus spielt (STREET et al.,, 2002; HANKENSON et al., 2011; OGILVIE et al.,
2012; YANG et al., 2012; SARAN et al., 2014). Da man sowohl Vaskularisierung als auch
Calcificierung des Frakturkallus an der Maus nach ungeféahr zweiwochiger Frakturheilung

beobachten kann, analysierten wir die Expression von VEGF am 14. postoperativen Tag.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass forcierte physische Aktivitat
nach operativer Frakturstabilisierung am Extremitatenknochen keinen Einfluss auf die

Knochenbruchheilung hat.

48



Diskussion

Der Einfluss von taglichem Laufradtraining auf den Knochenstoffwechsel und die spate
Frakturheilung wurde von der Arbeitsgruppe um Grundnes und Reikeras bereits 1991/92
unter Anwendung einer herkdmmlichen Pin-Fixierung an der Ratte untersucht (GRUNDNES,
REIKERAS, 1991; GRUNDNES, REIKERAS, 1992). Aufgrund der Pin-Stabilisierung war ein
Laufradtraining in den ersten vier Wochen nach Frakturierung jedoch nicht méglich. Daher
beschrankte sich die Untersuchung des Einflusses physischer Aktivitat und mechanischer
Frakturbelastung in der frihen Phase der Knochenbruchheilung bislang auf die Analyse der
Mechanobiologie im Frakturspalt (BUCKWALTER et al., 1999; SARMIENTO et al., 1977;
KENWRIGHT et al., 1991; KERSHAW et al., 1993; GOODSHIP, KENWRIGHT, 1985;
CLAES et al., 1998). Verschiedene tierexperimentelle Studien konnten so zeigen, dass durch
physische Aktivitdt aufgrund von Mikrobewegungen im Frakturspalt die Kallusgrof3e erhoht
und die Zellproliferationsrate beschleunigt werden kann (BUCKWALTER et al., 1999;
SARMIENTO et al.,, 1977; GOODSHIP, KENWRIGHT, 1985). Ferner ist bekannt, dass
beispielsweise UbermaRige Scherbewegungen die Bindegewebsformation im Frakturkallus
fordern und die enchondrale Ossifikation hemmen (CARTER et al.,, 1998; CLAES et al.,
1998; HISTING et al.,, 2011; STECK et al. 2011). Unsere Ergebnisse belegen, dass
vermehrte kdrperliche Aktivitdit unter einer Minimierung der Mikrobewegungen im
Frakturspalt keinerlei Auswirkung auf die Frakturheilung des Extremitdtenknochens
hinsichtlich Morphologie und Stabilitdt des Frakturkallus hat. Wir konnten somit weder eine
Grolenzunahme des Kallus noch Anzeichen einer beschleunigten Frakturheilung erkennen.
Sowohl der Anteil des neu gebildeten Knochens als auch des Knorpel- und Bindegewebes
innerhalb des Frakturkallus &nderte sich im Vergleich zu den Kontrolltieren nach vermehrter
physischer Aktivitat nicht. Analog zu den histomorphometrischen Daten war kein Unterschied
in den biomechanischen Eigenschaften des Kallus als Folge des Laufradtrainings zu
erkennen. Eine erhohte Zellproliferationsrate, wie sie als Folge einer verénderten
Mechanobiologie unter korperlicher Aktivitat beobachtet wurde (BUCKWALTER et al., 1999),
konnten wir unter suffizienter Frakturstabilisierung ebenso wenig beobachten. So zeigte die
Expression des Proliferationsmarkers PCNA im Kallus verglichen mit den Kontrolltieren keine
signifikante Erhdhung nach zweiwdchiger Frakturheilung unter korperlichem Training. Im
Gegensatz dazu konnten wir kiirzlich nachweisen, dass beispielsweise eine medikamentdse
Hemmung der Frakturheilung zu einer signifikant verminderten Expression von PCNA fihrt
(HOLSTEIN et al., 2008).

Verschiedene Studien konnten demonstrieren, dass korperliche Aktivitdt in anderen
Gewebstypen, wie beispielsweise dem Skelettmuskel oder dem Myokard, zu einer
vermehrten Angiogenese fuhrt (BREEN et al., 1996; GAVIN et al., 2004; AMARAL et al.,

2001). Eine Studie unserer Arbeitsgruppe wies nach, dass vermehrtes kérperliches Training
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im Mausmodell zu einer gesteigerten Angiogenese wéahrend der Knochendefektheilung fuhrt.
In dieser Studie wurden die Heilungsvorgdange am Knochen unter Ausschaltung direkter
mechanischer Einflisse untersucht. Hierflir wurde ein standardisiertes Kalotten-Defektmodell
an der Maus etabliert (HOLSTEIN et al., Injury 2011). Unter Verwendung eines
Diamantkugelfrasers wurde ein kreisrunder, monokortikaler Knochendefekt erzeugt, ohne
dabei die innere Kortikalis zu verletzen. Alle Versuchstiere wurden postoperativ regelmafiig
intravitalmikroskopisch untersucht. Zudem erfolgte eine histomorphometrische und eine
immunhistochemische Analyse der Knochenprdparate. Es konnte gezeigt werden, dass
physische Aktivitat neben einer Steigerung der Angiogenese wahrend der
Knochendefektheilung auch die Verknocherung des Kalottendefektes beschleunigt
(HOLSTEIN et al.,, J Orthop Res 2011). Die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse der
zitierten sowie der aktuellen Studie missen im Kontext der unterschiedlichen
Versuchsmodelle diskutiert werden. Wahrend in dem Kalotten-Defektmodell Versuche an
platten Knochen durchgefuhrt wurden, erfolgten die Versuche in dem aktuellen Femur-
Frakturmodell an Réhrenknochen. Ein monokortikaler Schadeldefekt heilt durch desmale (=
direkte) Ossifikation, eine middiaphysare Femurschaftfraktur durch chondrale (= indirekte)
Ossifikation (RUTER et al., 2003). Ein weiterer Unterschied zwischen den Versuchsmodellen
besteht in den lokal auf den Knochen wirkenden mechanischen Kréften. Im Bereich eines
Knochendefektes an der Kalotte kann, auch bei vermehrter korperlicher Aktivitat, ein lokaler
Einfluss der mechanischen Krafte ausgeschlossen werden. Im aktuell verwendeten Femur-
Frakturmodell muss, trotz Minimierung der Relativbewegungen im Frakturspalt, von einer
direkten mechanischen Wirkung am belasteten Femur dennoch ausgegangen werden.
Makroskopisch konnte nach 3 Wochen im Schadel-Modell das urspriingliche Defektareal
nicht mehr vom umliegenden Knochen unterschieden werden. Histomorphometrisch fand
sich bei allen histologischen Schnittprdparaten das typische Bild einer desmalen
Knochenregeneration. Demgegeniber konnte man in den Femurpraparaten eine deutliche
Kallusbildung im Frakturbereich erkennen. Analog hierzu zeigte sich histologisch das
charakteristische Bild einer sekundaren Frakturheilung mit membrandser und enchondraler
Ossifikation. In den intravitalmikroskopischen Untersuchungen des Defekts an der
Schadelkalotte konnte in der Laufradgruppe, verglichen mit der Kontrollgruppe, neben einem
signifikant erhdhten, durchschnittichen GefalRdurchmesser (9. und 12. Tag postoperativ)
auch eine signifikant verringerte Defektflache (6. und 9. Tag postoperativ) nachgewiesen
werden. Korrelierend dazu fanden sich immunhistochemisch zahlreiche VEGF- und PCNA-
positive Zellen im neu gebildeten Geflechtknochen und im Neo-Periost (HOLSTEIN et al., J
Orthop Res 2011).
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Ubertragt man die Ergebnisse der beiden Studien auf die klinische Situation, lasst sich
daraus schlussfolgern, dass physikalische Aktivitdt durchaus ein potenter Stimulus in der
Therapie von Knochendefekten an platten Knochen sein kann. Hiervon betroffen scheinen
insbesondere die mechanisch wenig belasteten Knochen der Schadelregion zu sein. Im
Gegensatz dazu haben die Ergebnisse der aktuellen Studie das Therapiepotential
physischer Aktivitat als systemischer Stimulus auf frakturierte R6hrenknochen relativiert. Vor
dem Hintergrund der aktuellen Studienlage scheinen die lokalen mechanobiologischen
Effekte physischer Aktivitdt mogliche systemische Einflussfaktoren zu uberwiegen (CARTER
et al., 1998; BUCKWALTER, GRODZINSKY, 1999).

Die Hochregulierung der Expression von VEGF im Zielgewebe gilt als wichtiger
Pathomechanismus der Angiogenese und der Knochenneubildung (BREEN et al., 1996;
GAVIN et al.,, 2004; AMARAL et al.,, 2001; CARTER, 1998; BUCKWALTER, 1999).
Interessanterweise war keine vermehrte VEGF-Expression in den heilenden Réhrenknochen
als Folge des Laufradtrainings festzustellen, wahrend in den konsolidierenden Defekten an
der Schadelkalotte die VEGF-Expression durch die vermehrte physische Aktivitat der Tiere
deutlich gesteigert war. Korrespondierend hierzu induzierte vermehrtes Laufradtraining im
Kalottenmodell eine vermehrte PCNA-Expression, wohingegen die Zellproliferation in dem

Femurmodell von der physischen Aktivitat der Tiere unbeeinflusst blieb.

Zusammenfassend konnten wir belegen, dass verstarkte korperliche Aktivitdt vom ersten
Tag nach einer Fraktur an unter suffizienter Frakturstabilisierung die experimentelle
Knochenbruchheilung am Extremitadtenknochen weder hemmt noch fordert. Vor diesem
Hintergrund sind bisherige Ergebnisse zur Beeinflussung der Frakturheilung des
Extremitatenknochens durch korperliche Aktivitdt vornehmlich auf die Mechanobiologie im
Frakturspalt und weniger auf systemische Effekte, wie beispielsweise eine vermehrte VEGF-

Expression oder eine gesteigerte Zellproliferation, zurtickzufiihren.

5.3 Schlussfolgerungen

1. Das fur die Studie angewandte Tiermodell ist geeignet um den Einfluss von
forcierter physischer Aktivitit nach operativer Frakturstabilisierung auf die

Knochenbruchheilung zu untersuchen.

2. Die Ergebnisse der radiologischen, biomechanischen, histologischen und
proteinbiochemischen Auswertung lieferten reproduzierbare und untereinander

vergleichbare Daten. Hierbei zeigte sich eine Korrelation der histomorphometrisch

51



Diskussion

und radiologisch bestimmten Kallusflache mit den biomechanischen

Eigenschaften des Frakturkallus.

In allen Versuchsgruppen zeigte sich in den histologischen, biomechanischen und
radiologischen Untersuchungen eine fortgeschrittene Frakturheilung. Nach 5
Wochen konnte auf3erdem eine hohere Stabilitat des Knochens im Vergleich zu
den Ergebnissen nach 2 Wochen nachgewiesen werden.

Die Auswertungen ergaben, dass forcierte physische Aktivitat nach

operativer Frakturstabilisierung weder nach 2 Wochen noch nach 5 Wochen einen

signifikanten Einfluss auf die Knochenbruchheilung hat.
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