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1 Zusammenfassung / Summary 

1.1 Zusammenfassung 

Frakturen bei älteren Menschen heilen aufgrund des reduzierten Heilungspotenzials deutlich 

schlechter. Unter anderen wird dies durch eine verzögerte Angiogenese während des 

Heilungsprozesses verursacht. Erythropoietin (EPO) wirkt angiogen und es konnte gezeigt 

werden, dass EPO die Frakturheilung in jungen Mäusen verbessert. Ziel dieser Arbeit war es 

daher, zu untersuchen, ob EPO auch in alten Mäusen die Frakturheilung verbessert.  

 

Untersucht wurde die Frakturheilung in einem Femurfrakturmodell der Maus. Die alten 

Mäuse erhielten täglich eine Dosis von 500 U/kg KG EPO intraperitoneal. Die Kontrollgruppe 

erhielt eine äquivalente Menge NaCl-Lösung. Die Knochen wurden radiologisch, 

biomechanisch, histomorphometrisch und mittels Western Blot untersucht. 

 

Die Blutanalysen zeigten sowohl 14 als auch 35 Tage postoperativ höhere Hämoglobin-

konzentrationen und höhere Hämatokritwerte bei den EPO-behandelten Tieren. In der Mikro-

Computertomographie zeigte sich kein Unterschied bzgl. der knöchernen Volumenanteile im 

Kallusgewebe zwischen beiden Gruppen. Es konnte jedoch eine dreifach höhere 

Knochendichte des Kallus bei den EPO-behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen 

nachgewiesen werden. Zudem war bei den EPO-behandelten Tieren die Knochendichte des 

Kallus verglichen mit der Knochendichte des unfrakturierten kontralateralen Femurs nahezu 

verdoppelt. Interessanterweise war die Biegesteifigkeit der Femora der EPO-behandelten 

Tiere signifikant geringer. Die histomorphometrischen Untersuchungen bzgl. der Kallusgröße 

und Kalluszusammensetzung waren in beiden Gruppen vergleichbar. Die Western Blot 

Analyse zeigte eine vermehrte Expression von Osteoprotegrin (OPG) und Receptor Activator 

of NF-κb Ligand (RANKL) im Kallus der EPO-behandelten Tiere, was auf einen erhöhten 

Knochenumsatz hinweist. Die histologischen Untersuchungen hinsichtlich der Angiogenese 

zeigten eine höhere Gefäßdichte nach Behandlung mit EPO. Zudem war die Anzahl an 

tartrate-resistente acid phosphatase (TRAP) positiven Zellen erhöht.  

 

Wahrscheinlich wird durch die Verschlechterung der Mikrozirkulation sowie durch den 

erhöhten Knochenumsatz die Frakturheilung bei alten Mäusen negativ beeinflusst. Eine 

Behandlung mit EPO sollte daher bei älteren Patienten nur zurückhaltend angewendet 

werden.  
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1.2 Summary 

Fracture healing in the elderly is associated with a declined healing potential caused by 

multiple factors including a delay of vascularization. Erythropoietin (EPO) has been 

demonstrated to improve vascularization and fracture healing in adult mice. We, therefore, 

hypothesized that EPO in aged mice also improves fracture healing.  

 

For this purpose, EPO was given daily in a femoral fracture model in aged mice and 

compared to vehicle-treated controls using radiological, biomechanical, histomorphometric 

and Western blot techniques. 

 

Blood analyses revealed significantly higher concentrations of hemoglobin and a higher 

hematocrit in EPO-treated animals at 14 and 35 days after fracture. Micro-computed 

tomography (µCT) indicated that the fraction of bone volume/tissue volume within the callus 

did not differ between the two groups. However, µCT showed a 3-fold increased tissue 

mineral density (TMD) in the callus of EPO-treated animals compared to controls. The callus 

TMD of the EPO-treated animals was also 2-fold higher when compared to the TMD of the 

unfractured contralateral femur. Interestingly, biomechanical analyses revealed a reduced 

bending stiffness in femurs of EPO-treated animals at day 35. The histomorphometrically 

analyzed callus size and callus composition did not show significant differences between the 

study groups. However, Western blot analyses exhibited an increased expression of 

osteoprotegerin (OPG), but in particular of receptor activator of NF-κB ligand (RANKL) in the 

callus of the EPO-treated animals. Further histological analyses of the callus tissue showed 

that this was associated with an increased number of newly formed blood vessels and a 

higher number of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)+ cells. 

 

Conclusion: In fracture healing of aged mice EPO treatment increases callus TMD as well as 

OPG and RANKL expression, indicating an accelerated bone turnover when compared to 

controls. However, EPO does not improve fracture healing in aged mice. The process of 

fracture healing may be altered by EPO due to a deterioration of the microcirculation caused 

by the worsened rheological properties of the blood and due to an increased bone fragility 

caused by the accelerated bone turnover. Thus, EPO may not be used to improve fracture 

healing in the elderly. 
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2 Einleitung 

2.1 Biologie des Knochens 

2.1.1 Morphologie 

Knochen werden ihrer Form entsprechend morphologisch gruppiert.  

 

Ossa brevia sind kleine polygonale Knochen, zu denen beispielsweise die Hand- und 

Fußwurzelknochen gehören.  

Ossa plana umfassen eine Gruppe platter Knochen, wie das Schulterblatt, die Rippen und 

das Brustbein.  

Als Ossa longa werden röhrenförmige Knochen wie der Oberarm- und der 

Oberschenkelknochen bezeichnet. Röhrenknochen bestehen aus Epiphysen und dem 

dazwischen liegenden Schaft, der Diaphyse. Der Übergang zwischen Epi- und Diaphyse wird 

als Metaphyse bezeichnet [6]. 

 

Knochen bestehen aus einer zirkulären Außenschicht, Kompakta, und einer innenliegenden 

gitterartigen Spongiosa. Die Zwischenräume der Spongiosa werden durch rotes und gelbes 

Knochenmark ausgefüllt [79]. 

 

Der Heilungsprozess des Knochens wurde in der vorliegenden Studie im Bereich der 

Diaphyse untersucht. 

2.1.2 Histologie  

Der Knochen ist ein vitales Gewebe mit der Fähigkeit zum Wachstum, Umbau und zur 

Heilung. Die mechanische Druck-, Biege- und Zugfähigkeit als Charakteristika des Knochens 

wird durch die extrazelluläre Matrix gewährleistet. Knochengewebe ist aus einer zellulären 

und einer azellulären Komponente aufgebaut. Zu den knochenspezifischen Zellen gehören 

Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten [79,119]. 

 

Die extrazelluläre Matrix besteht aus einem Verbund organischer und anorganischer 

Komponenten. Fibrilläres Kollagen, größtenteils Kollagen-Typ I, bildet ein zugfestes Gerüst, 
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indem vereinzelt spezifische Proteoglykane und Glykoproteine, z.B. Osteocalcin, 

vorkommen, welche anorganischen Ionen zur Mineralisation des Knochens binden. Die 

Druckfestigkeit wird durch kristallisierte anorganische Komponenten erreicht. Als 

Hauptbestandteil liegen hierfür Kalziumphosphate, als Hydroxyapatit (3 Ca3(PO4)2 � 

Ca(OH)2), vor, welche ca. 45 % des Trockengewichtes des Knochens ausmachen. Der 

Mineralisationsgrad der Knochenmatrix ist abhängig von dem Kalzium- und 

Phosphatangebot im Organismus und unterliegt der hormonellen Regulation [79,119].  

 

Die Ausrichtung und der Verlauf der Kollagenfibrillen sind ausschlaggebend für die räumliche 

Organisation der extrazellulären Matrix, so dass zwischen Geflecht- und Lamellenknochen 

unterschieden wird. Im Geflechtknochen verlaufen die Kollagenfibrillen in Bündeln und sind 

miteinander verwoben. Diese Bauform ist zellreich und tritt vorzugsweise bei schneller 

Knochenbildung, beispielweise bei der Frakturheilung, auf. Im weiteren Umbauprozess 

kommt es zur Ausbildung lamellärer Strukturen. Im Lamellenknochen liegen die 

Kollagenfibrillen mit gleichsinniger Ausrichtung in  3-5 µm dicken Schichten bzw. Lamellen 

vor. Zwischen den Lamellen liegen vereinzelt Osteozyten. Im Vergleich zum 

Geflechtknochen ist diese Bauform mechanisch stabiler [79,119].  

 

Die innenliegende Spongiosa weist eine gitterartige Struktur auf. Die Lamellen verlaufen 

flächig und bilden ein Gerüst aus kleinen avaskulären Knochenbälkchen. Diese werden 

mittels Diffusion durch das angrenzende Knochenmark versorgt, weswegen die Trabekel 

maximal eine Dicke von ca. 300 µm im Durchmesser erreichen können. Die trajektorielle 

Ausrichtung der Bälkchen entspricht der mechanischen Beanspruchung des Knochens und 

wird dieser permanent angepasst [34,79]. 

 

Die zirkulär verlaufende Außenschicht des Knochens, Kompakta, wird auch als Kortikalis 

bezeichnet. Die Lamellen liegen geschichtet und größtenteils als Osteone organisiert vor. 

Osteone sind längliche rund-ovale Systeme mit einem Durchmesser bis zu 400 µm, deren 

Verlauf sich an der  Längsrichtung des Knochens orientiert. Die Knochenlamellen verlaufen  

hierbei konzentrisch um einen Havers-Kanal, welcher mit der Markhöhle in Verbindung steht 

und neben vereinzelten Bindergewebszellen und Nervenendigungen ein Gefäß enthält. Zur 

Nutrition der Osteozyten ziehen vom Havers-Kanal radiär kleine Gänge durch die 

Knochenlamellen. Durch diese querverlaufende Gänge, welche als Volkmann-Kanäle 

bezeichnet werden, wird eine Verbindung zwischen den einzelnen Havers-Kanälen 

geschaffen, so dass ein weitreichendes System zur Versorgung des Knochens entsteht. Die 

äußerste und innere Lamelle umfassen als Generallamelle die gesamte Zirkumferenz des 
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Knochens. Schaltlamellen weisen auf den ständigen Umbau- und Anpassungsprozess des 

Knochens hin und liegen als Reste alter Osteone zwischen den Bestehenden [79,120].  

Die Innenseite des Knochens und die Wände der Havers-Kanäle sind mit Endost überzogen, 

einer dünnen Schicht aus nicht mineralisierten Kollagenfibrillen gefolgt von einer 

kontinuierlichen Schicht aus mesenchymalen Stammzellen, Osteoblasten, 

Osteoprogenitorzellen, sowie Osteoklasten. Die Außenseite des Knochens, mit Ausnahme 

der mit Knorpel überzogenen Gelenkflächen, wird vom zweischichtigen Periost bedeckt.  Das 

außenliegende Stratum fibrosum besteht aus straffem Bindegewebe, von welchem kollagene 

Sharpey-Fasern radiär in das Knocheninnere ziehen. Das Stratum osteogenicum liegt der 

Knochenmatrix direkt auf, dessen Aufbau entspricht dem des Endost. Durch sein osteogenes 

Potential trägt das End- und Periost entscheidend zu Umbau- und Heilungsprozessen des 

Knochens bei [79,120].  

 

Die Bildung knöcherner Substanz erfolgt durch Osteoblasten. Hierbei handelt es sich um 

Zellen mesenchymalen Ursprungs, die durch Wachstumsfaktoren zu Osteoprogenitorzellen 

und Osteoblasten reifen. Die Knochenbildung erfolgt durch Ablagerung neuer 

Knochensubstanz auf bereits Vorhandener. Hierbei bilden die Osteoblasten eine 

unmineralisierte Kollagenmatrix und stellen durch diverse Phosphatasen, z.B. die alkalische 

Phosphatase, hohen Mengen an anorganischem Phosphat und Kalzium für die 

Mineralisation zur Verfügung. Durch Ausfällung der Ionen mineralisiert die Matrix 

zunehmend.  Während der Osteogenese liegt eine hohe Anzahl an Osteoblasten vor. Nach 

abgeschlossener Knochenbildung differenzieren die Blasten zum Teil zu Osteozyten aus, da 

sie von der nachfolgenden Osteoblastenfront mit neuer Knochensubstanz überlagert werden. 

Ein weiterer Teil geht nach Abschluss der obersten Lamelle wieder in einen inaktiven 

Zustand über und lagert sich in das Endost bzw. Periost ein. Mehr als die Hälfte der 

Osteoblasten wird nach abgeschlossener Knochenbildung hingegen nicht mehr gebraucht 

und durchläuft den programmierten Zelltod [62,79,120].  

 

Osteoklasten sind polynukleäre Zellen. Diese entstehen aus der Fusion monozytären 

Vorläuferzellen und sind somit im Gegensatz zu den Osteoblasten, bzw. Osteozyten, 

hämatopoietischen und nicht mesenchymalen Ursprungs. Osteoklasten sind auf die 

Resorption der mineralisierten Matrix spezialisiert. Im aktiven Zustand liegen sie dieser direkt 

an und bauen sie ab, wobei Resorptionsgruben, Howship-Lakunen, entstehen. Über ein von 

den Osteoklasten geschaffenes saureres Milieu gehen die kristallisierten Kalziumphosphate 

wieder in Lösung, die organische Komponente wird enzymal abgebaut [62,79]. 
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Im Gegensatz dazu haben Mäuse keine Havers-Systeme. Im Rahmen der Frakturheilung 

erfolgt der Knochenumbau über Resorptionshöhlen, welche nahe den Frakturenden liegen 

und mit neuem Knochen gefüllt werden [90]. 

2.1.3 Physiologie 

Der Bewegungsapparat umfasst einen aktiven, die Skelettmuskulatur, und einen passiven 

Anteil, die Knochen. Die Skelettmuskulatur führt Bewegungen einzelner Skelettanteile aus. 

Die Knochen werden zusammenfassend als Skelett bezeichnet und erfüllen die Halte- und 

Stützfunktion. Die kavitäre Form, z.B. der Schädel oder der Thorax, bietet Schutz für die 

inneren Organe. Darüber hinaus fungiert der Knochen als zentrales Speichermedium von 

Mineralien und ist über hormonelle Regelkreisläufe in die Kalzium- und 

Phosphathömöostase eingebunden [6]. 

 

Bereits makroskopisch ist erkennbar, dass die Knochenbinnenräume mit rotem und gelbem 

Knochenmark ausgefüllt werden. Das rote Knochenmark füllt primär alle Hohlräume des 

Knochens aus. Ab dem 5.-6. Fetalmonat ist es hämatopoeitisch aktiv und versorgt den 

Organismus mit allen Blutzelllinien. Beim Adulten ist das rote Knochenmark reduziert und 

Fettgewebe füllt als gelbes Knochenmark den Großteil der Knochenbinnenräume. Die 

Hämatopoiese ist vor allem in platten Knochen lokalisiert. Im Fall chronischer Hypoxie oder 

Anämie kann das Volumen des gelben Knochenmarks zu Gunsten des Roten reduziert 

werden. Somit gibt es mehr Raum für die Hämatopoiese, insbesondere für die Erythropoiese 

[10]. 

 

Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, welches sich durchgehend in einem Resorptions- 

und Formationsprozess befindet, woraus Wachstum, Modeling und Remodeling resultieren 

[33]. 

 

Der Wachstumsprozess des Knochens verläuft über die primäre Bildung von 

Geflechtknochen, dieser wird im späteren Modelingprozess (s.u.) in mechanisch stabileren 

Lamellenknochen umgebaut. Das Dickenwachstum des Knochens geht vom Stratum 

osteogenicum des Periosts aus, das Längenwachstum findet an den Epiphysen statt [79]. 

 

Als dynamisches Gewebe ist der Knochen fähig seine Architektur mechanischer Belastung 

anzupassen (Modeling). Das Potential hierzu sinkt jedoch mit voranschreitendem 

Alterungsprozess [31]. 
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Der Prozess des Remodeling findet unabhängig mechanischer Belastung lebenslang statt. 

Als zentrale Funktion gilt die Reparatur von Mikrofrakturen, wobei zeitlich begrenzt eine 

anatomische Einheit aus Osteoklasten und Osteoblasten besteht. Die Formgebung oder das 

Volumen des Knochens ändern sich hierbei oder beispielsweise auch bei der Frakturheilung 

jedoch nicht [31]. 

 

Die Bildung knöcherner Strukturen beginnt mit der Verdichtung mesenchymalen Gewebes, 

anschließend wird zwischen desmaler und chondraler Ossifikation unterschieden. Bei beiden 

Ossifikationswegen wird zunächst Geflechtknochen gebildet. Die desmale Ossifikation 

beschreibt die direkte Osteoidbildung durch Osteoblasten. Bei der chondralen Ossifikation 

hingegen wird zunächst eine hyaline Matrix geschaffen, die als Matrize für den knöchernen 

Umbau dient [79]. 

2.2 Frakturheilung 

Die Frakturheilung ist ein komplexer mehrstufiger Prozess zur Wiederherstellung der 

Kontinuität des Knochens. Aufgrund Reaktivierung embryonaler Vorgänge und 

kontinuierlichem Remodeling kann der Knochen fast narbenfrei heilen und biomechanisch 

regenerieren [39,83]. Die komplette Wiederherstellung der Knochenarchitektur wird jedoch 

eher bei infantilen Frakturen beobachtet [27]. Für eine adäquate Frakturheilung müssen 

nachfolgende Bedingungen erfüllt sein [28]: 

 

• Ausreichende Durchblutung 

• Ruhigstellung der Fraktur 

• Kontakt zwischen den Knochenfragmenten 

 

Eine Ruhigstellung der Fraktur ist entscheidend für den Heilungsprozess. Zu viel 

interfragmentärer Bewegung und Instabilität führt zu einer größeren Kallusmanschette, da 

Scher- und Stauchungskräfte das permanente Zerreißen der Kallusformation zur Folge 

haben. Das Entstehen einer Pseudathrose, definiert als ausbleibende Konsolidierung der 

Fragmente 6 Monate nach dem Frakturgeschehen, wird begünstigt [104]. Schröter et al. 

beschrieben jedoch einen prolongierten Heilungsprozess bei mangelnder interfragmentärer 

Bewegung, da hierdurch mechanische Reize zur Knochenbildung fehlen [105]. 
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2.2.1 Primäre Frakturheilung 

Bei der primären Frakturheilung kann ein interfragmentärer Abstand von maximal 0,5 mm 

direkt mit Knochensubstanz aufgefüllt werden. Charakteristischerweise bleibt eine 

Kallusbildung und  Aktivierung mesenchymaler Stammzellen aus. Kleine Knochendefekte 

heilen meist auf diesem Weg [27]. Ausschlaggebend ist die anatomisch korrekte Reposition 

der Knochenfragmente, deren mechanische Stabilisierung mittels Osteosynthese und 

Immobilisation sowie eine ausreichende Vaskularisation der Frakturzone [8,103].  

 

Auf mikroskopischer Ebene wird zwischen Kontakt- und Spaltheilung unterteilt. Bei einem 

Frakturspalt von maximal 0,2 mm kann beim Menschen die Kontaktheilung erfolgen. An den 

Frakturenden wachsen die Osteone axial in das gegenüber liegende Fragment ein. 

Osteoklasten resorbieren frakturierte Matrixreste und bohren in das gegenüberliegende 

Fragment Kanäle, die durch Osteoblasten mit neuer lamellärer Knochensubstanz aufgefüllt 

werden. Auf mikroskopischer Ebene ist somit eine Verzahnung erkennbar [8,103].  

 

Bei einem Abstand größer als 0,2 mm wird von Spaltheilung gesprochen. Interfragmentär 

wird zunächst Geflechtknochen gebildet, welcher im weiteren Heilungs- bzw. 

Remodelingprozess zu Lamellenknochen mit longitudinaler Orientierung umgebaut wird 

[8,103].  

 

Bis dato wurde keine primäre Frakturheilung bei Mäusen nachgewiesen. In den meisten 

experimentellen Studien heilten die Frakturen sekundär oder rein intramembranös 

[35,43,46,55,80].  

2.2.2 Sekundäre Frakturheilung 

Bei der sekundären Frakturheilung wird intermediär eine den Frakturspalt überbrückende 

Bindegewebsmanschette gebildet. Diese als Kallus bezeichnete Gewebeformation 

gewährleistet eine primäre Stabilität der Bruchzone. Durch das Frakturereignis wird ein 

lokaler Entzündungsprozess initiiert, der zur Aktivierung mesenchymaler Stammzellen führt 

und somit die Bildung von Knorpel- und Knochenmasse generiert. Im weiteren 

Remodelingprozess erfolgt der Umbau zur Ursprungsform des Knochens [39,81].  

Da diese Heilungsform keiner rigiden Stabilisierung und anatomisch korrekter Kongruenz der 

Knochenfragmente bedarf, tritt sie u.a. bei mangelnder Reposition der Fragmente bei 
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konservativer oder  auch operativer, u.a. Marknagelung langer Röhrenknochen, Therapie auf 

[27,104].  

 

Nach der Verletzungsphase bildet sich interfragmentär ein Hämatom, dessen Größe  vom 

Ausmaß der Zerstörung ossärer (Spongiosa, Periost, Endost, Knochenmark) und vaskulärer 

Strukturen abhängt. Das Hämatom formt ein primäres Gerüst für den Kallus und gilt als 

Initiator des darauf folgenden Entzündungs- und Heilungsprozesses. Simultan mit dem 

Ausbreiten des Frakturhämatoms gelangen wichtige Entzündungsmediatoren in den 

Frakturspalt. Ein Entfernen des Hämatoms kann den Heilungsprozess prolongieren und das 

Entstehen einer Pseudathrose begünstigen [25,65]. 

 

Die darauffolgende Entzündungsphase, etwa 48-72 Stunden nachdem Frakturereignis,  ist 

durch erste Gefäßeinsprossung und Rekrutierung pluripotenter Stammzellen, neutrophiler 

Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen gekennzeichnet. Sie beginnt mit dem 

Ausbreiten des Frakturhämatoms und wird durch proinflamatorische Mediatoren reguliert. 

Neben den bekannten Funktionen der Zytokine und Wachstumsfaktoren zeigen sich auch 

knochenspezifische Funktionen. Beispielsweise steigert IL-20 die Osteoklasten-Aktivität und 

senkt die Osteoblastendifferenzierung. Auch IL-6 trägt zur Differenzierung der Osteoblasten 

und –klasten bei [19,39,57,58,103]. Angiogene Faktoren, z.B. VEGF (vascular endothelial 

growth factor), initiieren das Einsprossen neuer Kapillare und schaffen somit ein Gefäßnetz 

im Kallus, das neben nutritiven Funktion auch die Grundlage zur Migration mesenchymaler 

Stammzellen ist [15,81,81,103,104].  

  

In der anschließenden Granulationsphase, 3.- 4. Woche nach Frakturereignis, wird ein 

weicher Kallus als erste fibrinreiche Verbindung zwischen den Fragmenten gebildet. Neben 

Lymphozyten, Fibroblasten und etlichen Kapillaren, sind in dieser Phase erste 

Mineralisationskerne zwischen den Kollagenfibrillen nachweisbar. Der weiche Kallus ist  von 

geringer Rigidität und somit keine mechanisch belastbare Verbindung [103,104].  

Bei der Maus wird der weiche Kallus binnen 14 Tage nach Frakturereignis gebildet [27]. 

 

Durch knöchernen Umbau wird der Kallus zunehmend rigider. Osteoprotegrin (OPG), 

Receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) und Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor (M-CSF) zählen hierbei zu den dominierenden Regulatoren. Im 

Stratum osteogenicum werden Osteoprogenitorzellen aktiviert und auf desmalen Weg 

Geflechtknochen gebildet. Die Aktivierung ist nicht lokal begrenzt, so dass auch an der 

frakturfernen Kortikalis knöcherne Ablagerungen beobachtet werden können. Für den 

knöchernen Umbau des Kallus wird zunächst durch Chondroblasten ein hyalines 
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Primodialskelett geschaffen. Im weiteren Verlauf werden Mineralisationsinseln durch 

hypertrophe Chondroblasten gebildet. Durch das Einwachsen von Gefäßen in die primäre 

Matrix gelangen Osteoklasten und –blasten in die Heilungszone. Osteoklasten resorbieren 

die hyalinen Strukturen und mineralisierten Schollen. Einige von diesen werden für die 

Osteoblasten als Ossifikationskerne belassen und zur Auflagerung neuer Knochensubstanz 

genutzt. Mit zunehmender Größe verschmelzen die Ossifikationskerne und bilden erste 

knöcherne Strukturen, dessen Ausrichtung sich am Gefäßnetz des Kallus orientiert. Sobald 

eine feste Verbindung zwischen den Fragmente besteht wird von einem Fixationskallus 

gesprochen [26,103,104]. 

 

Als knöcherne Konsolidierung ist durch den Fixationskallus ist eine primäre Stabilität 

gewährleistet. Mehrere Monate nach dem Frakturereignis wird weiterhin ein Umbau- und 

Anpassungsprozess des Knochens zur Wiederherstellung der Integrität in das 

vorbestehende skelettale System beobachtet. Erst dadurch wird die vollständige 

mechanische Regeneration erreicht [39]. 

2.2.3 Biomarker der Frakturheilung  

Der Zytokinkomplex aus RANK (receptor activator of nuclear factor kappa b), RANKL 

(RANK-Ligand) und OPG (Osteoprotegrin) ist integraler Bestandteil der Osteoklastenfunktion 

und an deren Proliferation, Differenzierung, Fusion, Migration, Funktion und Apoptose 

ausschlaggebend beteiligt. OPG neutralisiert RANKL, so dass ein physiologisches 

Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau ostealer Strukturen entsteht [5,31,123]. 

 

Als Mitglied der tumor necroses factor (TNF) Familie handelt es sich bei RANKL um einen 

Osteoklasten aktivierenden Faktor, welcher in löslicher oder in gebundener Form 

vorkommen kann. RANKL kann auch in Geweben wie Herzmuskel, Lunge oder Schilddrüse 

nachgewiesen werden, die höchsten Konzentrationen liegen jedoch im Knochen und 

lymphatischen Gewebe vor. Osteoblasten bilden größtenteils die gebundene Form, T-

Lymphozyten sezernieren vermehrt den Liganden [2]. 

Der zugehörige Rezeptor ist auf Osteoklasten und deren Vorläufern lokalisiert. Die Bindung 

des Liganden führt zur Exozytose osteoklastäre Kollagenasen und Metalloproteinasen und 

somit zur Resorption knöcherner Strukturen [21].  

Bei der Frakturheilung wird besonders in den Phasen des Ab- bzw. Umbaus mineralisierter 

Matrixstrukturen ein massiver Anstieg der RANKL-Konzentrationen im Kallus beobachtet. Im 

physiologischen Zustand ist die Expression deutlich geringer [67].  
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OPG hemmt übermäßigen Knochenabbau. Es wird ebenfalls von Osteoblasten sezerniert 

und neutralisiert die lösliche Form des RANKL und das membrangebundene Äquivalent. Bei 

reifen Osteoklasten initiiert es die Apoptose [70,108].  

Am Rattenmodell konnte eine Korrelation erhöhter OPG-Konzentrationen mit der Genese der 

primär kartilaginären Matrix 24 Stunden nach dem Frakturereignis beobachtet werden. Ein 

weiterer Peak der Expression steht mit dem Beginn des Remodelingprozess ungefähr 7 

Tage nach der Frakturierung in Zusammenhang [67]. 

2.2.4 Tiermodelle zur Untersuchung der Frakturheilung 

Zur Untersuchung der Frakturheilung wurden bereits Mitte des 20. Jahrhunderts erste 

Tierversuche durchgeführt [114,116].  

Tiermodelle bieten den Vorteil, dass der Heilungsprozess in einem lebenden Organismus 

untersucht werden kann. Durch die Verwendung von Großtiermodellen wie Ziegen, Schafen 

oder Hunden sind die anatomischen Verhältnisse sehr gut mit dem Menschen vergleichbar. 

Zusätzlich wurden auch Kleintiermodelle etabliert, da diese mit einem geringen 

Kostenaufwand für Materialien und Haltung verbunden sind. Ein besonderer Vorteil von 

Mäusen ist die Möglichkeit transgene knock-out Stämme zu verwenden, um die molekularen 

Mechanismen der Frakturheilung zu untersuchen. Untersuchungen zur Frakturheilung 

werden meist am Femur durchgeführt [47,59].  

 

Es wird bei der Frakturierung wird zwischen offenen und geschlossenen Verfahren 

unterschieden. Offene Verfahren bieten die Möglichkeit einer definierten Osteotomie. Somit 

können beispielweise Pseudathrosen gezielter untersucht werden. Das Weichteiltrauma 

hingegen kann den Heilungsverlauf prolongieren. Bei geschlossenen Verfahren wird der 

Knochen mit einer Guillotine frakturiert; die Stabilisierung erfolgt in der Regel minimal 

invasiv. Obwohl hierdurch ein stumpfes Weichteiltrauma entsteht, ist die Methode  

gewebeschonender [46]. Es gibt auch Studien, die die Fraktur nicht stabilisieren. Hierbei 

zeigte sich jedoch eine signifikant schlechtere Heilung. Histing et al. konnten zeigen, dass 

bei beiden, adulten und alten, Mäusen der Remodellingprozess verzögert ist [50].  

 

Zu den offenen Frakturmodellen gehört die Pin-Clip-Osteosynthese. Ein intramedullärer Pin 

wird mit einem den Frakturspalt übergreifenden Clip kombiniert und gewährleistet somit eine 

Rotationstabilität. Das Verfahren ist mit geringen Materialkosten verbunden und für die 

Untersuchung von Pseudathrosen geeignet. Als Nachteil gelten die aufwendige 

Operationtechnik sowie der zur Osteotomie erzeugte Weichteilschaden [56,86,98]. 
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Beim Locking-Nail-System wird ein Nagel mit einem proximalen Gewinde verankert und über 

zwei Pins über eine Querbohrung rotationsstabil verankert. Somit können ebenfalls 

Knochendefekte untersucht werden [47]. 

 

Der Fixateur externe ist aus 4 Schrauben und einem extrakorporalen Verbindungselement 

aufgebaut und gewährleistet eine hohe Stabilität der Osteosynthese. Mit diesem Verfahren 

kann ebenfalls die Spaltgröße der Osteotomie variiert werden. Von Nachteil ist, dass die 

Größe der Apparatur zu Bewegungseinschränkungen und Beeinflussung des Gangbildes 

führen kann, was den Heilungsprozess beeinträchtigt [47,98,102]. 

 

Zusätzlich steht eine Plattenosteosynthese zur Verfügung. Die Platte wird mit vier 

winkelstabilen Schrauben am Knochen verankert [45,82,98]. 

 

Die MouseScrew (RISystem, Davos, Schweiz) ist ein geschlossenes Modell zur 

intramedullären Stabilisierung. Das Implantat wird von distal in das Femur eingebracht und 

verankert sich über ein proximales Gewinde in der Kortikalis. Distal hat die Schraube zur 

Verankerung einen erweiterten Konus. Durch die beidseitige Verankerung kann der 

Frakturspalt komprimiert werden. Das Implantat bietet dadurch eine definierte 

Rotationsstabilität. Durch das minimalinvasive Vorgehen wird das Weichteiltrauma möglichst 

gering gehalten [52,55,98]. 

 

In der vorliegenden Studie wird die MouseScrew zur Untersuchung der Frakturheilung 

verwendet.  

2.2.5 Frakturheilung im Alter 

In der zunehmend älter werdenden Bevölkerung wird eine steigende Inzidenz an 

Knochenbrüchen beobachtet, wie u.a. Chang et al. an einem gehäuften Auftreten 

osteoporotischer Frakturen ab dem 60. Lebensjahr zeigen konnten. Die Morbidität und 

Mortalität ist im Vergleich zu jüngeren Patienten deutlich erhöht [16,18]. 

 

Im Alter ist der Knochenmetabolismus verändert und zu Gunsten der Osteoklastogenese 

verschoben. Unter Anderem ist eine verminderte Qualität und Quantität mesenchymaler 

Stammzellen ursächlich. So weisen z.B. gealterte Stammzellen ein verändertes 

Expressionsmuster von RANKL und OPG auf. RANKL wird im Vergleich zu Jungen vermehrt 
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synthetisiert [73,78]. Somit wird eine gesteigerte osteoklastische Aktivität generiert und es 

resultiert ein kontinuierlicher Verlust an Knochenmasse [4,7,106]. Im Vergleich zu jungen 

Mäusen zeigte sich bei alten Mäusen eine reduzierte Kallusgröße mit signifikant niedrigeren 

Mineralisierungsgrad [76,78,125].  

 

Die altersbedingte Abnahme der Regenerationskapazität zeigt sich im Rahmen der 

Vaskularisation durch eine verminderte Rekapillarisierung und Kollaterilisierung bei akuten 

und chronischen Ischämien [88,100]. Auch bei der Frakturheilung wird eine altersbedingte 

Dysfunktion des kapillären Systems als Faktor der verzögerten Angiogenese diskutiert 

[18,97]. 

2.3 Erythropoietin 

Als mitogener Differenzierungsfaktor für erythroid-determinierte Vorläuferzellen gilt EPO als 

hormoneller Regulator der  Erythropoiese [68]. 

Die Erythropoiese ist ein kontinuierlich ablaufender Prozess. Da die Lebensdauer eines 

Erythrozyts ca. 100 Tage beträgt, wirkt eine basale EPO-Synthese dem Abfall der 

Erythrozytenanzahl entgegen [60]. Ein Abfall des lokalen Sauerstoffpartialdruckes, als 

Zeichen einer Gewebehypoxie, führt zu einer immensen EPO-Synthese, so dass durch eine 

kompensatorische Erhöhung der Erythrozytenanzahl und somit gesteigertem 

Hämoglobingehalt des Blutes wieder eine adäquate Sauerstoffversorgung hergestellt wird. 

Beim Erwachsenen wird EPO größtenteils in der Niere produziert [71,111]. 

2.3.1 Struktur, Biosynthese und Wirkungsmechanismus 

EPO gehört zur Famile der Zytokine. Es ist ein 30,4 kDa schweres globuläres Glykoprotein. 

Die Kohlenhydrathülle trägt zur Stabilität des Molekül in vivo bei. Sie macht ca. 40 % des 

Molekulargewichtes aus. 60 % des Gewichtes entfallen auf den Kern. Der Kern wird aus 165 

Aminosäuren gebildet, welche 4  α-Helices formen. Diese Einheit interagiert mit dem EPO-R 

(EPO-Rezeptor) [22,24,60,121].  

 

Die Transkription des EPO-Gens wird durch Hypoxie-induzierte Faktoren, sogenannte 

(HIFs), reguliert. Als Dimer bestehen sie aus einer α-Untereinheit, von welcher drei 

Isoformen existieren (HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α), und einer β-Untereinheit [72,94]. HIF-α ist 

sauerstoffsensitiv. EPO-synthetisierende Zellen bilden den HIF-α konstitutiv. Es liegt im 
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Zytosol vor und wird bei ausreichend hohen Sauerstoffkonzentrationen abgebaut. Im Fall 

eines Sauerstoffmangels wird HIF-α vermindert abgebaut und akkumuliert somit. Die Alpha-

Untereinheit transloziert in den Nucleolus, wo sie mit der β-Einheit einen Dimer bildet. Dieser 

Dimer bindet an die korrespondierende DNA-Sequenz (Hypoxia response element) und die 

Transkripition des EPO-Gens wird nach Rekrutierung weiterer Kofaktoren initiiert [41]. Bei 

adäquater Sauerstoffversorgung führt ein Feedback-Mechanismus zu einer Senkung der 

EPO-Synthese [122]. 

 

Verschiedene Mechanismen können die Transkription des EPO-Genlocus unterbinden. In 

einem sauerstoffreichen Milieu ist der Promotor des EPO-Gens durch den 

Trankskriptionsfaktor GATA-2 blockiert. Des Weiteren sorgt GATA-2 auch dafür, dass die 

EPO-Synthese in der Niere stattfindet, da es durch Blockierung des Genlocus die ektope 

Synthese unterbindet. Im Fötus ist die Leber der Hauptproduktionsort des EPOs. Bei 

Umlokalisierung des Syntheseortes gegen Ende der Schwangerschaft wird auch eine 

Mitbeteiligung des GATA-2 diskutiert [41,60,92].  

Proinflamatorische Mediatoren, z.B. IL1β, TNF-α, können des Weiteren die EPO-Synthese 

inhibieren [29,30,60]. 

 

Der EPO-R gehört als Glykoprotein zur Familie der Zytokin-Klasse-I-Rezeptoren. Er hat eine 

transmembranöse, eine extra- und eine intrazelluäre Domäne und wird aus insgesamt 484 

Aminosäuren gebildet [61]. Ein EPO-Molekül initiiert die Dimerisierung zweier EPO-R und 

somit deren Konformationsänderung, wodurch die Autophosphorylierung einer konstitutiv 

intrazellulär gebundenen Janus-Kinase 2 (JAK2) induziert wird. Es wird eine Kette weitere 

Phosphorylierungen aktiviert, welchen in der enzymatischen Inhibierung der Apoptose und 

Begünstigung der Proliferation und Differenzierung der Zielzelle münden [109,118].  

Neben den erythroiden Vorläufern wurde der EPO-R auch in nicht hämatologischen 

Geweben nachgewiesen. Es wird diskutiert, dass die Expression des Rezeptors auf 

myokardialen, endothelialen und osteogenen Zellen vordergündig mit einer  

gewebeschonenden, proliferationsfördernden und angiogenetischen Funktion in 

Zusammenhang steht [60,71]. 

2.3.2 Therapeutische Anwendung  

Wegen seiner stimulierenden Wirkung auf die Blutbildung hat EPO sich im klinischen Alltag 

als potentes Medikament zur Anämiebehandlung bewährt. Neben renaler und 

tumorassoziierter Genese gehören auch die Gewinnung von Eigenblut vor elektiven 
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Operationen und die Ablehnung einer Fremdblutspende aufgrund religiöser Ansichten zu den 

zugelassenen Indikationen. In der Regel werden Dosierungen zwischen 80–120 U/kg 

Körpergewicht appliziert, um einen Hämoglobinanstieg von maximal 1–2 g/dl wöchentlich zu 

erreichen. Als Therapieziel wird meist ein Hämoglobinspiegel von  10-12 g/dl angestrebt. Zu 

den limitierenden Faktoren der Erythropoese zählt die Verfügbarkeit des Eisens, so dass 

gegebenenfalls eine Substitution erfolgen muss [32]. 

 

Unter Begleiterscheinungen wie Kopfschmerzen, allergische Reaktionen und Unruhe wird 

vor allem eine behandlungsbedürftige Hypertonie sowie eine gehäuftes Auftreten von 

Thrombosen als Nebenwirkung des EPO beobachtet. Aufgrund einer gestörten 

Mikrozirkulation durch Erhöhung der zellulären Komponente wird die Blutviskosität verändert, 

bzw. erhöht, und durch eine EPO-generierte Hypertrophie der glatten Gefäßmuskulatur die 

Entstehung vaskulärer Spasmen begünstigt. Daher sollte vor allem die Blutgerinnung 

laborchemisch kontrolliert werden und gegebenenfalls eine zusätzliche medikamentöse 

Antikoagulation erfolgen [9,32]. 

2.3.3 Experimentelle Anwendung 

Es wurden bereits mehrere Studien durchgeführt, die eine gewebeprotektive und 

proliferationsfördernde Wirkung des EPO belegen [13,56,75,96,110]. Analoge 

Syntheseinduktion und strukturelle Parallelen zu  VEGF (vascular endothelial growth factor) 

erklären die Hypoxie induzierte EPO-vermittelte Angiogenese, so dass EPO bereits 

mehrfach Forschungsgegenstand war [1,63,124]. 

Im Rahmen der Frakturheilung zeigte EPO bei adulten Mäusen eine stimulierende Wirkung 

auf die Vaskularisierung und enchondrale Ossifikation des Kallus. Die biomechanische 

Stabilität des Kallus war erhöht und die Frakturheilung verbessert [37,56]. Zudem konnte 

eine positive Beeinflussung von EPO im Pseudarthrosenmodell nachgewiesen werden. Die 

Frakturzone wurde stärker vaskularisiert, die Osteogenese stimuliert und folglich die 

enchondrale Ossifikation und somit Regeneration gesteigert [56]. 

2.4 Zielsetzung und Fragestellung 

Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass EPO die Frakturheilung bei jungen 

Mäusen signifikant verbessert [37,53,56]. Bis dato gibt es noch keine Untersuchungen, ob 

die Behandlung mit EPO auch bei alten Mäusen die Frakturheilung verbessert.  
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Ziel ist es daher, den Einfluss von EPO auf die Frakturheilung bei alten Mäusen zu 

untersuchen.  

 

Die Nullhypothese lautet: „Die Gabe von Erythropoietin verbessert die Frakturheilung bei 

alten  Mäusen nicht.“ 
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3 Material  und Methoden 

3.1 Studienaufbau 

3.1.1 Studiendesign 

Die Versuche mit der Versuchsnummer 45/2015 wurden von der zuständigen Behörde, 

Landesamt für Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und 

Veterinärwesen – Zentralstelle, Konrad-Zuse-Straße 11, 66115 Saarbrücken, genehmigt. 

Unter Aufsicht des Versuchsleiters wurden alle Tierversuche am Institut für experimentelle 

Chirurgie der Universität des Saarlandes nach Bestimmung des deutschen 

Tierschutzgesetzes durchgeführt. Es wurden 38 Versuchstiere  verwendet (s. Tab.1). 

 

 EPO Kontrolle   

 2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen   

Blutanalyse n=8 n=8 n=8 n=8 n=32  

Radiologie  n=8 n=8 n=8 n=8 n=32  

Biomechanik n=8 n=8 n=8 n=8 n=32  

Histologie 

Safranin-O-

Färbung 

 

n=8 

 

n=8 

 

n=8 

 

n=8 

n=32 

 

 

 

 HE-Färbung n=6  n=6    

 TRAP-Färbung n=6  n=6    

Western Blot  n=3  n=3  n=6  

      n=38 
Tab. 1: Versuchsprotokoll  
 

Es erfolgte am selben Tier sowohl die biomechanische, radiologische und histologische 

Auswertung. Für die Western Blot Analyse wurden weitere 6 Tiere operiert (n=3 je Gruppe). 
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3.1.2 Frakturmodell 

Zur Untersuchung der Frakturheilung wurde ein geschlossenes Frakturmodell (MouseScrew) 

verwendet. Die Frakturierung des linken Femurs erfolgte mittels Drei-Punkt-Biegevorrichtung 

(Abb. 1). Die Fraktur wurde mit einer stumpfer Guillotine und einem Fallgewicht von 80 g 

erzeugt [11,54]. 

 

 

 

 

 Abb. 1: stumpfe Guillotine  

 

Anschließend wurde die Fraktur mit einer intramedullären Zugschraube (MouseScrew; Abb. 

2) stabilisiert. Das Implantat ist aus medizinischem Stahl gefertigt und misst in der Länge 

17,2 mm und im Durchmesser 0,5 mm und wiegt 0,02 g. Durch ein proximales Gewinde und 

einen distalen Konus, im Durchmesser 0,8 mm, wird der Frakturspalt komprimiert. 

 

 

 

 

 Abb. 2: MouseScrew  
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3.1.3 Tiermodell 

Als Versuchstiere wurden 18 Monate alte CD-1 Mäuse beider Geschlechter mit einem 

Körpergewicht von 50 ± 5 g verwendet. 

 

Die Versuchstiere wurden am Institut für experimentelle Chirurgie der Universität des 

Saarlandes unter klimatisierten Raumbedingungen (Raumtemperatur 23 ± 1 °C, relative 

Luftfeuchtigkeit 60 %) bei einem 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Futter in 

Pelletform (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser stand den Tieren 

jederzeit ad libidum zur Verfügung. 

3.2 Intervention  

3.2.1 Narkose  

Die Narkose erfolgt mittels intraperitonealer Applikation von Ketamin (75 mg/kg KG; 

Urostamin 100 mg/ml, Serumwerk Bernburg, Bernburg, Deutschland) und Xylazin (25 mg/kg 

KG; Rompun® 2 %, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland). Es erfolgte prä- und perioperativ 

eine regelmäßige Testung der Narkosetiefe mittels Schmerzreiz, Zwischenzehenreflex, und 

bedarfsgerechte Anpassung der Sedierung und Analgesie. 

 

Peri- und postoperativ wurde Carprofen (Rimadyl™, Zoetis GmbH, Berlin, Deutschland)  in 

einer Dosierung von 5 mg/kg KG als Analgetikum subkutan appliziert. Dexpanthenol  

(Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Baver Vital) wurde zum perioperativen Kornealschutz 

auf die Augen des Tieres aufgetragen. Es wurde mit einer Wärmeplatte als Unterlage 

gearbeitet, um das Auskühlen des Tieres perioperativ zu verhindern. 

3.2.2 Operationstechnik 

Die Operation wurde unter semisterilen Bedingungen durchgeführt. Sobald das Tier 

narkotisiert war, erfolgte die Rasur des linken Beines. Die verbliebenen Haare wurden mit 

einer Enthaarungscreme (asid® med – ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland) 

entfernt. Das Bein wurde unter fließendem warmen Leitungswasser gereinigt und 

anschließend desinfiziert (Octeniderm, Schülke & Mayr, Norderstedt, Deutschland). 
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Zu Beginn wurde das Tier in Rückenlage gebracht. Das linke Bein des Tieres wurde flektiert 

und mit Daumen, Zeigefinger und Mittelfinder der rechten Hand fixiert,  so dass die Haut 

über dem Knie der Maus gespannt war. Mit einer Skalpellklinge (Carbon steel Skalpellklinge 

15 – Aesculap, Tutlingen, Deutschland) erfolgte die  ca. 10 mm lange  Hautinzision medial 

des Kniegelenkes und Darstellung der Patellarsehne (Abb. 3). Anschließend wurde diese 

mobilisiert und mittels feiner anatomischer Pinzette nach lateral luxiert, um das Gelenk zu 

öffnen und die Femurkondylen frei zu legen. Bei dem Manöver wurde darauf geachtet, dass 

die Patellarsehne intakt bleibt (Abb. 4). 

Mit einer 24 G Injektionskanüle (Microlance 3 – 24 G,   0,55 mm x 25 mm, Becton Dickinson, 

Drogheda, Irland) wurde interkondylär die Markhöhle aufgebohrt (Abb. 5). Sobald die 

Kortikalis durchbohrt und der Markraum eröffnet war, wurde dieser mit einer feineren 

Injektionskanüle (Microlance 3 – 27 G, 0,4 mm x 19 mm, Becton Dickinson) aufgebohrt und 

die proximale Femurkortikalis durchstoßen. Das Tier wurde in Seitenlage gebracht und ein 

kanülierter Führungsdraht (Ø 0,2 mm RISystem) in das Femur retrograd vorgeschoben, bis 

dieser an der Haut dorsal palpierbar war. Durch eine ca. 2 mm lange Hautinzision konnte der 

Draht weiter vorgeschoben werden, so dass beiden Enden außerhalb der Maus liegen (Abb. 

6). Mittels Drei-Punkt-Biege-Vorrichtung erfolgte die geschlossene Frakturierung des Femurs  

[54] (Abb. 7). Es erfolgte anschließend eine radiologische Kontrolle (Abb. 8). Zur 

Implantation der intramedullären Zugschraube wurde die Maus wieder in Seitenlage 

gebracht. Eingespannt in einen Schraubendreher wurde die Zugschraube auf den 

kanülierten Führungsdraht aufgesetzt und über diesen retrograd implantiert (Abb. 9). Die 

Zugschraube wurde soweit vorgedreht, bis der Konus vollständig im distalen Femurzugang 

versenkt wurde, so dass sich das Schraubegewinde in der proximale aufgebohrten Kortikalis 

verankern konnte (Abb. 10). Nach der Reluxation der Patella wurde die Kniegelenkskapsel 

mit einem nicht resorbierbaren monofilem Faden (5-0 Prolene® Ethicon Inc., Somerville, 

USA) in Einzelknopfnahttechnik verschlossen (Abb. 11). Der Hautverschluss erfolgte 

ebenfalls mit einem nicht resorbierbaren monofilen Faden (Abb. 12). Im Anschluss erfolgte 

die postoperative radiologische Kontrolle der Implantatlage (Abb. 13). 
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Abb. 3: Sicht auf Patellarsehne                               Abb. 4: Sicht auf Fossa intercondylaris 

  

Abb. 5: Aufbohren des Markraums                          Abb. 6: Eingebrachter Führungsdraht 

  
Abb. 7: Fraktur mittels Guillotine                            Abb. 8: Röntgenkontrolle der Fraktur 
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Abb. 9:  Implantation der Schraube                          Abb. 10: Schraubenkonus im distalen  

Femurzugang 

  
Abb. 11: Refixation der Patellarsehne                     Abb. 12: Hautverschluss 

 

 

 

 Abb. 13: Röntgenkontrolle postoperativ  
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3.2.3 Postoperative Nachsorge 

Die Tiere wurden für circa 2 Stunden unter eine Infrarotlampe (230 V/ 100 W – Philips, 

Amsterdam, Niederlande) gelegt, bis die Wirkung der Narkose nachgelassen hat.  Während 

der Behandlungsdauer erfolgte die tägliche Inspektion zum Ausschluss von anhaltenden 

Schmerzen, Bewegungseinschränkungen, Infektionen oder Implantatdislokationen.  

3.2.4 Medikation 

In einem zeitlichen Abstand von 24 ± 2 Stunden erfolge die Gabe von EPO intraperitoneal 

(500 U/kg KG, n=19). Die Kontrollgruppe erhielt gewichtsadaptiert das äquivalente Volumen 

isotoner Kochsalzlösung. (NaCl 0,9 %, Braun, Melsungen, Deutschland) 

3.2.5 Tötung der Tiere 

Nach 2 bzw. 5 Wochen wurden die Tiere mit Ketamin (75 mg/kg KG, Ursotamin®, 

Serumwerk Bernburg) und Xylazin (25 mg/kg KG, Rompun®, Bayer Vital) erneut sediert. 

Über eine mediane Laparotomie erfolgte die Darstellung der Vena cava. Diese wurde 

punktiert und 1 ml Blut aspiriert. Anschließend erfolgte, in Narkose, durch Genickbruch die 

Tötung der Mäuse. 

3.2.6 Präparation der Knochen 

Beide Femora wurden explantiert. Über einen Hautschnitt von der Hüfte bis zum Knie 

wurden die Femora freipräpariert. Dann erfolgte die Exartikulation in der Hüfte und im Knie. 

Unter Zuhilfenahme einer feinen Pinzette wurden die Femora vorsichtig von Bindegewebe 

und Muskelfasern frei präpariert. Der Konus des Implantats wurde mit einem Nadelhalter 

gefasst und das Implantat entfernt. Es wurde darauf geachtet, dass die Femora bei 

Explantation und den folgenden Analyseverfahren kontinuierlich mit isotonischer 

Kochsalzlösung feucht gehalten wurden.  
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3.3 Auswertung 

3.3.1 Blutanalyse 

Die Blutuntersuchung wurde am Ende der Behandlung von je 2 bzw. 5 Wochen 

durchgeführt. Es wurde venöses Vollblut der Vena cava inferior untersucht. Die Tiere waren 

zum Entnahmezeitpunkt narkotisiert (s. 3.2.1 Narkose). Das entnommene Vollblut wurde in 

eine EDTA-Lösung gegeben und binnen 30 min mittels elektrischer Impedanz die 

Hämoglobinkonzentration (g/dl) und der Hämatokrit (%) gemessen. 

3.3.2 Radiologie 

3.3.2.1 Röntgen 

Intraoperativ, postoperativ und vor Explantation der Femora wurden Röntgen-Aufnahmen 

gemacht. Das Röntgengerät (Faxitron® MX-20 Cabinet X-ray System, Faxitron X-ray 

Corporation, Wheeling, USA) war mit einer Belichtungszeit von 0,01 s, einer Stromstärke von 

10 A und einer Stromspannung von 25 kV eingestellt. Die anfertigten Aufnahmen hatten eine 

Auflösung von 1336 x 2000 Pixel. 

 

In dieser Studie wurden die Aufnahmen zur Kontrolle der Fraktur, der Implantatlage und der 

Reposition der Knochenfragmente sowie abschließend zum Ausschluss einer 

Implantatdislokation verwendet. 

 

Die Heilung wurde mittels CT analysiert.  

3.3.2.2 Computertomographie 

Für die computertomograhische (CT) Auswertung wurden die Knochen in ein kleines mit 

isotoner Kochsalzlösung gefülltes Kunststoffgefäß gegeben.  

 

Zur Analyse wurde ein Mikro-CT der Firma Bruker (Skyscan 1172 X-Ray Microtomograph, 

Skyscan/Bruker microCT, Kontich, Belgien) verwendet. Der Strahlengang war senkrecht zum 

Knochen.  Bei einer Anodenspannung von 50 keV erfolgte die Bildaufnahme im Abstand von 

0,4 Grad Rotation. Es wurde bei einer räumlichen Auflösung von 6,5 µm unter Einsatz eines 
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Aluminium-Filters, 0,5 mm, gearbeitet. Die Speicherung erfolgte als dreidimensionaler 

Datensatz. Mit einem Rekonstruktionsprogramm (NRecon 1.6.9.8; Skyscan/Bruker microCT) 

wurden axiale Schnittbilder angefertigt. Das hierfür definierte Volumne of interest (VOI) war 

der Gesamtkallus, welcher manuell möglichst exakt konturiert wurde. Anhand von Kalzium-

Hydroxyapatit-Phantomen mit bekannter Mineralisationsdichte von 0,25 g/cm3 und 0,75 

g/cm3 erfolgte die Kalibrierung der Grauwerte. Ab einer Mineralisationsdichte ≥0,410 g/cm3 

wurde von mineralisiertem Knochen gesprochen [93]. Anschließend wurde die Analyse der 

VOI durchgeführt (CTAnalyzer Version 1.14.4.1, Skyscan/Bruker microCT). 

Folgende Parameter wurden gemessen: 

 

- Knochenvolumen              (BV; bone volumne) in mm3 

- Gesamtkallusvolumen     (TV; tissue volumne) in mm3 

- Knochenvolumen/ Gesamtkallusvolumen               (BV/TV) in % 

- Mineralisationsdichte des Kallus   (TMD; tissue mineral density) in    

                                                                                             g/cm3 

 

Zur Beurteilung der Mineralisationsdichte des kontralateralen Femurs wurde die Kortikalis als 

VOI markiert und nach oben genanntem Verfahren analysiert.  

3.3.3 Biomechanik 

Zur biomechanischen Analyse wurde die Mini-Zwick Z 2,5 – Zwick GmbH, Ulm, Deutschland 

verwendet [42]. Die Femora wurden einheitlich je mit der ventralen Seite nach oben in der 

Apparatur positioniert, der Abstand der Auflagestempel betrug 6 mm (Abb. 14).  
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 Abb. 14: 3-Punkt-Biege-Testung  

 

Es wurde darauf geachtet, den Kallus zentriert unter dem Prüfstempel zu positionieren. Mit 

einer Geschwindigkeit von 1 mm/min erfolgte die Messung. Um die Individualität der 

einzelnen Femora zu berücksichtigen, wurde die Messung beendet, sobald der Verlauf des 

Weg-Kraft-Diagramms mehr als 1 % von einem linearen Verlauf abwich. Die Biegesteifigkeit 

wurde anhand des Weg-Kraft-Diagramms ermittelt. Die Biegesteifigkeit (N/mm) des 

frakturierten Femurs und des unfraktierten Femurs desselben Tiers wurde gemessen. 

Anschließend wurde die prozentuale Biegesteifigkeit (%) des Kallus zum unfrakturierten 

kontralateralen Femur berechnet. 

3.3.4 Histologie 

Nach biomechanischer und radiologischer Analyse erfolgte die histologische Aufarbeitung 

der Knochen.  

  

Zunächst wurden die frakturierten Femora einzeln in Einbettkassetten gegeben und für 24 

Stunden in 4 % Formalin fixiert. Darauf erfolgte die Entkalkung in 10 %iger EDTA-Lösung bei 

4 °C für 2 bis 3 Wochen. Anschließend wurden die Präparate unter fließendem 

Leitungswasser gespült, bevor sie in aufsteigender Alkohol-Reihe (70 %, 80 %, 90 %, 3 x 

100 %) für je eine Stunde entwässert wurden. Die Femora wurden durch das Einlegen in 

Xylol (4 x 1 Stunde) paraffingängig gemacht, bevor sie mit heißem Paraffin eingebettet 

wurden. Mit einem Rotationsmikrotom erfolgte die Anfertigung von sagittal-longitudinal 

Schnitten mit einer Dicke von 2 µm. Nach Übertragung auf die Objektträger wurden die 
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Schnitte bei 60 °C in einem Wärmeschrank für 24 Stunden getrocknet und somit auf dem 

Objektträger fixiert. Anschließend erfolgte die jeweilige Färbung (s.u.). 

 

Zur Digitalisierung der histologischen Präparate wurde mit einem 1,25x Weitwinkelobjektiv 

und einem an das Mikroskop (Olympus BX60 microscope, Olympus, Shinjuku, Japan) 

angeschlossenen Kamera-System (Zeiss Axio Cam and Axio Vision 3.1, Zeiss, Jena, 

Deutschland) gearbeitet. Es wurde eine 50-fache Vergrößerung erzielt. Zur Messung von 

Arealen im Kallus wurde das Bildauswertungsprogramm ImageJ Analysis System® (NIH, 

Bethesda, USA) verwendet. 

Als Kallus wurde ausschließlich periosteal gelegenes Gewebe definiert. 

 

Die Gewebezusammensetzung des Kallus wurde unter Anwendung der Safranin-O-Färbung 

analysiert.  

Zunächst erfolgte die Eisenhämatoxylinfärbung  nach Weigert. Die Schnittpräparate wurden 

hierzu für 1 Minute mit einer Eisenhämatotoxylinlösung eingefärbt. Hierfür wurden zwei 

Lösungen hergestellt. Für die Hämatotxylinlösung wurde 1 g Hämatotoxylin (VWR 

International, Radnor, Pennsylvania, USA) in 100 ml 96 %igem Ethanol gegeben und reifte 

für eine Woche. Die Eisenchloridlösung enthielt 2,48 g Eisen-Hexahydrat (VWR 

International) in 100 ml A.dest, es wurde ein 1 ml konzentrierte Salzsäure hinzu gesetzt. Erst 

kurz vor dem Färbeprozess wurden beide Lösungsansätze zu gleichen Teilen miteinander 

vermengt und aufgetragen. Anschließend wurde mit A.dest. gespült. Zur Differenzierung 

wurden die Schnitte fünfmal in HCL-Alkohol eingetaucht und anschließend unter fließendem 

Leitungswasser gebläut. Im Anschluss erfolgte die 4-minütige Färbung in 0,02 %iger Fast-

Greenlösung (Merck, Darmstadt, Deutschland), eine weitere Spülung mit 1 %iger Essigsäure 

und die Färbung mit 0,1 %iger-Safranin-O-Lösung (Merck). Nach 5 Minuten wurden die 

Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe entwässert. Vor dem Eindecken wurden die gefärbten 

Präparate mit Xylol gespült. 

 

Mit der angewandten Safranin-O-Färbung stellten sich die verschiedenen Gewebearten wie 

folgt dar. 

- Knochen  =  türkis 

- Knorpel  =  rot 

- Bindegewebe  =  lila 

  

Es wurde die absolute periosteale Kallusfläche gemessen und sowie die Knochen-, Knorpel- 

und Bindegewebsanteile [40]. 

- Periosteale Kallusfläche: CAr (callus area) in mm2 



 

 

36 

- Knochenanteil:  TOTAr (total osseous tissue area) / CAr in % 

- Knorpelanteil:   CgAr (cartilagineous tissue) / CAr in % 

- Bindegewebeanteil:  FTAr (fibrous tissue) / CAr in % 

 

Zur Bestimmung der Gefäßdichte des Kallus wurden die Anzahl der Blutgefäße bestimmt. 

Hierzu wurde die HE–Färbung nach Böhmer verwendet.  

Die Präparate wurden mit Xylol, einer absteigender Alkoholreihe und A. dest. gespült. 

Anschließend erfolgte die Hämatoxylinfärbung nach Böhmer. Hierzu wurden zwei 

Stammlösungen hergestellt. 1 g Hämatotoxylin (VWR International) wurde in 10 ml 

absolutem Ethanol gelöst. Für die zweite Lösung wurden 20 g Kaliumaluminiumsulfat in 200 

ml warmen A. dest. gelöst, mit 1 ml Salzsäure versetzt und filtriert. Beide Stammlösungen 

wurden gemischt und reiften für eine Woche offen bei Raumluft. Die gereifte Färbelösung 

wurde für 3 Minuten auf die Präparate gegeben. Anschließend erfolgte, nach Spülen mit A. 

dest., die Differenzierung durch HCL-Alkohol und das Bläuen unter fließendem 

Leitungswasser. Die Präparate wurden im Anschluss für 30 s mit Eosin gegen gefärbt.  Nach 

dem Entwässern in aufsteigender Alkoholreihe wurden die Präparate mit Xylol versetzt und 

eingedeckt. 

Zur Auswertung wurden in der periostealen Kallusfläche 4 gleich große Areale (High Power 

Field, HPF) definiert und die Gefäße wurden anhand der Lumenmorphologie identifiziert. Die 

Vaskularisationsdichte wurde als Gefäße / HPF angegeben.  

 

Mittels TRAP-Färbung wurde die Quantität der Osteoklasten im periostealen Kallus 

bestimmt.  

Die Schnittpräparate wurden mit Xylol entparaffiniert. Die TRAP-Färbelösung bestand aus 5 

mg Naphtol-AS-MX-Phophat (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und 11 mg Fast-

Red-Violet LB Salz (Sigma Aldrich) in 10 ml Natrium-Acetat-Puffer (0,2 M, pH 5, Sigma 

Aldrich) zusammensetzte. Je Schnitt wurden 500 µl aufgetragen. Anschließend erfolgte die 

Inkubation bei 37 °C für 45 Minuten. Nachdem Färben wurden die Präparate mit A. dest 

gespült und die Zellkerne mit Hämalaun (Merck) gegen gefärbt, bevor sie eingedeckt 

wurden.  

Für die Auswertung wurde bei 400 x Vergrößerung gearbeitet (Olympus BX60 Mikroskop). 

Die Anzahl der TRAP-positiven Zellen wurde in der Versuchs- und Kontrollgruppe im 

periostealen Kallus quantifiziert und unter Verwendung von 4 HPF als TRAP-positive 

Zellen/HPF angegeben. 
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3.3.4 Western Blot 

Die Expression von OPG und RANK-L im Kallus wurde nach zweiwöchiger Heilungsphase 

mittels Western Blot analysiert. Bei 6 Tieren, 3 je Gruppe, erfolgte gemäß o. g. Methodik 

Operation, Therapie sowie Tötung. Das Kallusgewebe (knorpeliger und fibröser Anteil) wurde 

isoliert, mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung und 

Analyse bei -80 °C kyrokonserviert.  

 

Zur Extraktion der Proteine wurde das Kallusgewebe mit einem Lyse-Puffer (10 mM Tris pH 

7,5, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5 % Triton-X 100, 0,02% NaN3, 0,2 mM PMSF 

(Phenylmethylsulfonylfluorid), Protease Inhibitor Cocktail (1:100 v/v), Phosphatase Inhibitor 

Cocktail (1:100 v/v); Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mechanisch homogenisiert. 

Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C, erfolgte die 

Messung der Proteinkonzentration mittels der Methode nach Lowry.  

 

Nach Denaturierung wurden die Proteinextrakte mittels SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-

(SDS)-Polyacrylamidgel-Elektrophorese) aufgrund ihrer Molekülgröße getrennt und das 

resultierende Proteinbandenmuster auf eine Polyvinylendifluorid-Membran übertragen bzw. 

geblottet. Nachdem freie unspezifische Bindungsstellen blockiert worden waren, erfolgte die 

Inkubation der Membranen mit den Primärantikörpern (Kaninchen Anti-Maus OPG (1:50 über 

Nacht bei 4°C, 1:300 4 Stunden bei Raumtemperatur, Abcam, Cambridge, Vereinigtes 

Königreich) bzw. Kaninchen Anti-Maus RANK-L (1:100 über Nacht bei 4°C, 1:300 3 Stunden 

bei Raumtemperatur, Bioss, Antibodies Online, Aachen, Deutschland)). Abschließend 

wurden die Membranen mit einem Meerrettich-Peroxisdase (POD) konjugierten 

Sekundärantikörper (Ziege Anti-Kaninchen-IgG POD (1:2500, R&D Systems, Wiesbaden, 

Deutschland)) für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.  

 

Die Proteinexpression wurde mit einem Luminol-enhanced Chemilumineszenz Reagenz 

(ECL Western Blotting Analysis System, GE Healthcare, Freiburg Deutschland) visualisiert 

und mittels ECL ChemoCam Imager (ChemoStar und LabImage 1D Software, Intas Science 

Imaging Instruments, Göttingen, Deutschland) analysiert. Ungleiche Beladung wurde über 

das jeweilige β-Aktin-Signal (Maus Anti-Maus β-Aktin, 2 Stunden bei Raumtemperatur, 

1:5000, Sigma-Aldrich) korrekturgerechnet.  

 

Von einer Analyse der Proteinexpression nach fünfwöchiger Therapiedauer wurde 

abgesehen, da in diesem Heilungsstadium nur wenig Kallusgewebe vorlag und das 

Remodelling im Rahmen der Frakturheilung weitgehend abgeschlossen war. 
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3.3.6 Statistik 

Die erhobenen Daten wurden statistisch mit dem Programm SigmaPlot 13 (Systat Software 

GmbH, Erkrath, Deutschland) ausgewertet. Vorab erfolgte durch einen Shapiro-Wilk-Test die 

Überprüfung auf Normalverteilung. Als Mittel zur Untersuchung der Varianzgleichheit im 

Gruppenvergleich wurde der student´s t-test gewählt. Bei nicht-parametrischen Daten wurde 

der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test angewendet. 

Im Folgenden werden die Daten jeweils als Mittelwert ± Standardfehler (SEM; standard error 

of the mean) angegeben.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Postoperativer Verlauf 

Postoperativ zeigten die Tiere zunächst eine Schonhaltung des frakturierten Beines. Am 

ersten postoperativen Tag erfolgte neben der Medikamentengabe die zweite subkutane 

Gabe des Analgetikums (5 mg/kg KG Carprofen (Rimadyl® 50 mg/ml – Zoetis Deutschland 

GmbH)). Im Verlauf von wenigen Tagen konnte eine Abnahme der Schonhaltung und 

zunehmende physiologische Belastung des Beines beobachtet werden. 

4.2 Makroskopischer Befund 

Makroskopisch fiel das rot-violette Hautkolorit der EPO-Tiere auf. Der Frakturspalt war 

makroskopisch mit Kallusgewebe überbaut. Nach 5 Wochen zeigte sich eine kleinere 

Kallusformation als 2 Wochen postoperativ, die exakte Größenbestimmung des Kallus 

erfolgte jedoch radiologisch.  

4.3 Blutanalyse 

Im venösen Blut der Tiere wurden die Hämoglobinkonzentration und der Hämatokrit 

bestimmt.  

 

Nach zweiwöchiger EPO-Therapie wurde bei den Tieren mit 18,4 ± 0,9 g/dl eine nahezu 

doppelt so hohe Hämoglobinkonzentration wie in der entsprechenden Kontrollgruppe (10,7 ± 

0,6 g/dl) nachgewiesen (p < 0,05; Abb. 15 A). Auch 5 Wochen postoperativ zeigte sich nach 

der EPO-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant erhöhte 

Hämoglobinkonzentration (p < 0,05; Abb. 15 B). 
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A B 

  
Abb. 15: Hämoglobinkonzentration der Kontrolle (weiße Balken) und der EPO-Gruppe 

(schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). Mittelwert ± 

SEM. *p < 0,05. 

 

Der Hämatokritwert war nach 2 Wochen EPO-Behandlung mit 68,6 ± 3 % signifikant höher 

als in der Kontrollgruppe (p < 0,05; Abb. 16 A). Eine insgesamt fünfwöchige EPO-

Behandlung zeigte einen weiteren Anstieg des Hämatokritwertes auf ca. 80 %. Der 

Unterschied zur entsprechenden Kontrollgruppe war ebenfalls signifikant (p < 0,05; Abb. 16 

B). 

 

A B 

  

Abb. 16: Hämatokritwert der Kontrolle (weiße Balken) und der EPO-Gruppe (schwarze) 

Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). Mittelwert ± SEM. *p < 

0,05. 
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4.4 Radiologie  

4.4.1 Röntgen 

In der vorliegenden Studie wurden die Röntgenaufnahmen zum Ende des jeweiligen 

Behandlungszeitraums zur Beurteilung der Frakturheilung und Ausschluss einer 

Implantatdislokation verwendet. Es wurde keine Analyse durchgeführt.  

 

Nach zweiwöchiger Behandlung war in beiden Gruppen der Frakturspalt mit Kallus 

überbrückt. Im Vergleich konnte nach 5 Wochen eine Größenabnahme und weitere 

knöcherne Durchbauung des Frakturspalts als typische Zeichen des Remodelingprozess 

beobachtet werden. Es lag bei keinem Tier eine Implantatdislokation vor (Abb. 17). 

 

2 Wochen 5 Wochen 

A B 

  

C D 

  
Abb. 17: Repräsentative Röntgenbilder der frakturierten und stabilisierten Femora  2 (A, C) 

und 5 Wochen (B, D) postoperativ bei mit EPO-behandelten Tieren (C, D) im Vergleich zur 

Kontrolle (A, B).  Maßstab entspricht 2 mm. 

 

 

 



 

 

42 

4.4.2 Mikrocomputertomographie 

Mittels Mikrocomputertomographie wurde der relative Knochenanteil (BV/TV) und die 

Mineralisationsdichte (TMD) des periostealen Kallus und des unfrakturierten Femurs der 

EPO-Tiere im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. 

 

Sowohl nach 2 Wochen postoperativ und nach 5 Wochen postoperativ zeigte sich zwischen 

den Gruppen hinsichtlich des relativen Knochenanteils kein signifikanter Unterschied (Abb. 

18 A und B). 5 Wochen postoperativ war der knöcherne Anteil des Kallus in beiden Gruppen 

auf ca. 20 % angestiegen (Abb. 18 B). 

 

A B 

  
Abb. 18: Relativer Knochenvolumenanteil des Kallus (BV/TV) der Kontrolle (weiße Balken) 

und der EPO-Gruppe (schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen 

postoperativ (B). Mittelwert ± SEM.  
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2 Wochen postoperativ wurde in der EPO-Gruppe mit durchschnittlich 3,1 ± 0,1 g/mm3 eine 

signifikant höhere Mineralisationsdichte des periostealen Kallusvolumen gemessen (p < 

0,05; Abb. 19 A). Im späten Heilungsstadium, 5 Wochen postoperativ, lag die 

Mineralisationsdichte des Kallus weiterhin bei durchschnittlich 3,05 ± 0,7 g/mm3, der 

Unterschied zur entsprechenden Kontrollgruppe war signifikant (p < 0,05; Abb. 19 B). 

 

 

A B 

  
Abb. 19: Mineralisationsdichte (TMD) des Kallus der Kontrolle (weiße Balken) und der EPO-

Gruppe (schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). 

Mittelwert ± SEM. *p < 0,05. 
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Interessanterweise wurde nach zweiwöchiger EPO-Therapie eine signifikant höhere 

Mineralisationsdichte der kontralateralen unfrakturierten Femurkortikalis beobachtet (p < 

0,05; Abb. 20 A). 5 Wochen postoperativ wurde zwischen beiden Gruppen kein signifikanter 

Unterschied nachgewiesen (p > 0,05; Abb. 20 B).  

 

A B 

  

Abb. 20: Mineralisationsdichte (TMD) der unfrakturierten kontralateralen Femurkortikalis bei 

der Kontrolle (weiße Balken) und EPO-Gruppe (schwarze Balken) 2 Wochen postoperativ 

(A) und 5 Wochen postoperativ (B). Mittelwert ± SEM. *p < 0,05. 
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2 Wochen 5 Wochen 
A B 

  
C D 

  
Abb.21: Repräsentative µCT-Bilder 2 (A, C) und 5 Wochen (B, C) postoperativ bei den mit 

EPO-behandelten Tieren (A, B) und Kontrollen (C, D).  Maßstab entspricht 1 mm. 
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4.5 Biomechanik 

Zur biomechanischen Analyse wurde die relative 3-Punkt Biegesteifigkeit des Frakturkallus 

bestimmt.  

 

2 Wochen postoperativ zeigte sich nach EPO-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle kein 

Unterschied. 5 Wochen postoperativ zeigte sich eine signifikant geringere Biegesteifigkeit bei 

den Tieren, die mit EPO behandelt wurden (Abb. 22 B). 

 

A B 

  
Abb. 22: Relative Biegesteifigkeit der Kontrolle (weiße Balken) und der EPO-Gruppe 

(schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). Mittelwert ± 

SEM. *p < 0,05. 
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4.6 Histologie 

Zur histologischen Analyse wurde je ein sagittaler Longitudinalschnitt des Femurs 

ausgewertet. Die Wahl der Schnittebene orientierte sich an dem maximalen 

Kallusdurchmesser.  

 

Die Schnittpräparate, welche mit Safranin-O-gefärbt waren, wurden zur Analyse der 

Kallusmorphologie verwendet. Es erfolgte die Messung der absoluten periostealen 

Kallusfläche. Innerhalb der Kallusfläche wurde der relative Knochen-, Knorpel- und 

Bindegewebsanteil bestimmt.  

 

Die absolute periosteale Kallusfläche war in beiden Gruppen in der frühen (2 Wochen) und 

späten Heilungsphase (5 Wochen) vergleichbar (Abb. 23 A und B). Entsprechend dem 

Remodellingprozess nahm die Kallusfläche weiter ab.  

 

A B 

  
Abb. 23: Periosteale Kallusfläche der Kontrolle (weiße Balken) und der EPO-Gruppe 

(schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). Mittelwert ± 

SEM.  
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2 Wochen postoperativ war der knöcherne Anteil bei den Tieren, die mit EPO behandelt 

wurden, geringer (Abb. 24 A). Nach fünfwöchiger Heilungsphase war in beiden Gruppen der 

Knochenanteil vergleichbar (Abb. 24 B).  

 

A B 

  
Abb. 24: Relativer Knochenanteil der Kallusfläche der Kontrolle (weiße Balken) und der 

EPO-Gruppe (schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). 

Mittelwert ± SEM.  
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Zudem war 2 Wochen postoperativ der durchschnittliche Knorpelanteil in der EPO-Gruppe 

geringer als in der Kontrollgruppe (Abb. 25 A). Nach fünfwöchiger Frakturheilung war in 

beiden Gruppen nur noch vereinzelt Knorpelgewebe nachweisbar (Abb. 25 B). 

 

A B 

  
Abb. 25: Relativer Knorpelanteil der Kallusfläche der Kontrolle (weiße Balken) und der EPO-

Gruppe (schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). 

Mittelwert ± SEM. 
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2 Wochen postoperativ war der Bindegewebsanteil in der EPO-Gruppe größer. Der 

Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 26 A). 

 

A B 

  

Abb. 26: Relativer Bindegewebsanteil der Kallusfläche der Kontrolle (weiße Balken) und der 

EPO-Gruppe (schwarze) Balken 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). 

Mittelwert ± SEM.  

 

Die Gewebeverteilung des Kallus zeigte folgende Zusammensetzung (Abb. 27). 

 

A B 

  
Abb. 27: Histologische Analyse der Kalluszusammensetzung: Knochen (schwarz), Knorpel 

(grau) und Bindegewebe (weiß). 2 (A) und 5 Wochen (B) postoperativ. 
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2 Wochen 5 Wochen 

  

  
Abb. 28: Repräsentative histologische Präparate in Safranin-O-Färbung mit Darstellung der 

verschiedenen Gewebearten: Knochen (a), Knorpel (b) und Bindegewebe (c) 2 (A, C) und 5 

Wochen (B, D) postoperativ bei mit EPO-behandelten Tieren (C,D) und der Kontrolle (A, B). 

Maßstab entspricht 500 µm 
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Unter Anwendung der HE-Färbung wurde die Anzahl der Gefäße ausgezählt. Diese wurden 

innerhalb der definierten high power fields (HPF´s) ausgezählt. Mit durchschnittlich 7 

Gefäßen pro HPF zeigte der Kallus der mit EPO-behandelten Tiere im Vergleich zur 

Kontrolle eine signifikant höhere Vaskularisationsdichte (7,3 ± 1,2 versus 2,7 ± 0,5; p < 0,05; 

Abb. 29).  

 

 

 

 Abb.29: Gefäße / HPF   bei der Kontroll- 

(weiße Balken) und EPO-Gruppe 

(schwarze Balken) 2 Wochen postoperativ. 

Mittelwert ± SEM.*p < 0,05. 

 

 

A B 

 
Abb.30: repräsentative histologische Schnittpräparate (Hämatotoxylin-Eosin-Färbung) mit 

Darstellung der Blutgefäße (Pfeil), Knorpel (b) und Bindegewebe (c) 2 Wochen postoperativ 

in der Kontroll- (A) und EPO-Gruppe (B). Maßstab entspricht 50 µm. 
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2 Wochen nach EPO-Behandlung konnte eine signifikant höhere Anzahl TRAP positiver 

Zellen im Kallus nachgewiesen werden (23,2 ± 2,6 versus 3,1 ± 0,7; p < 0,05; Abb. 31).  

 

 

 

 

 Abb. 31: TRAP+ Zellen / HPF bei der 

Kontroll- (weiße Balken) und EPO-Gruppe 

(schwarze Balken) 2 Wochen postoperativ. 

Mittelwert ± SEM.*p < 0,05. 

 

 

A B 

 
Abb. 32: repräsentative histologische Schnittpräparate (TRAP-Färbung) mit Darstellung der 
TRAP positiven Zellen (Pfeil) 2 Wochen postoperativ in der Kontroll- (A) und EPO-Gruppe 
(B). Maßstab entspricht 50 µm. 
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4.7 Western Blot 

In der Western Blot Untersuchung wurde die Expression von Osteoprotegrin (OPG) und 

RANKL analysiert. 

Osteoprotegrin wurde im Kallus der EPO-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen verstärkt 

exprimiert. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 33 A). Die Expression von 

RANKL war 2 Wochen postoperativ nach EPO-Behandlung deutlich erhöht (Abb. 33 B). 

 

A B 

  

Abb. 33: Western Blot Analyse der Expression von OPG (A) und RANKL (B) bei der 

Kontroll- (weiße Balken) und EPO-Gruppe (schwarze Balken) 2 Wochen postoperativ. 

Mittelwerte ± SEM. 
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 Abb. 34: Western Blots der RANKL-, OPG- und β-Aktin-

Expression im Kallus in den Kontrollen und EPO-

behandelten Tieren 2 Wochen postoperativ. 
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5 Diskussion 

5.1 Diskussion der Methoden 

Die Frakturheilung ist ein komplexer dynamischer Prozess, der durch ein breites Spektrum 

an Signalproteinen koordiniert wird. Verschiedene Zelltypen werden aktiviert und sind am 

Heilungsprozess beteiligt, so dass die Frakturheilung ein multifaktoriellen Prozess darstellt.   

 

Die Verwendung von Versuchstieren macht es möglich, die Knochenheilung in einem 

lebenden Organismus zu analysieren. Es kann zwischen Groß- und Kleintiermodellen 

unterschieden werden.  Großtiere bieten zwar dem Menschen ähnliche biomechanische und 

anatomische Verhältnisse, Haltung und Zucht sind jedoch mit einem hohen Kostenaufwand 

verbunden. Kleintiermodelle sind deutlich günstiger. Die Frakturheilung ist bei Mäusen nach 

35 Tagen weitgehend abgeschlossen, wodurch der Zeitaufwand für experimentelle Studien 

reduziert ist. Da das gesamte Mausgenom bereits entschlüsselt ist, besteht die Möglichkeit 

durch den Einsatz von Knock-Out-Stämmen explizit den Einfluss molekularer Mechanismen 

auf die Frakturheilung zu evaluieren [12,47,59]. 

Die Ergebnisse aus Tiermodellen sind jedoch kritisch zu bewerten und nicht vollständig auf 

den Menschen übertragbar, da u.a. anatomische Unterschiede, z.B. das Fehlen von Havers-

Systemen im Knochen der Maus, zu berücksichtigen sind [90]. Erste Versuche mit Alters-

Tieren wurden bereits 2001 von Meyer et al. durchgeführt, die Arbeitsgruppe untersuchte 

Ratten, die teilweise bis zu 50 Monaten alt waren [85]. Bei Mäusen zeigte sich hingegen 

bereits im Alter von 18 Monaten ein reduziertes Heilungspotenzial im Vergleich zu 4 Monate 

alten Mäusen. Auch in weiteren Studien zur Frakturheilung im Alter wurden Mäusen in 

diesem Alter verwendet [50,78]. In der vorliegenden Studie wurden ebenfalls 18-Monate alte 

CD-1 Mäusen verwendet.  

 

Der Heilungsverlauf wird durch die Art der Frakturierung beeinflusst. Es werden hierbei 

offene von geschlossenen Verfahren unterschieden. Offene Modelle verursachen einen 

größeren Weichteilschaden, der die Frakturheilung prolongieren kann. Offene Verfahren 

gewährleisten eine höhere Rotationsstabilität im Vergleich zu nicht invasiven Verfahren 

[17,64]. Bei nicht-stabilisierten Frakturen wird sowohl bei adulten als auch bei alten Mäusen 

ein prolongierter Heilungsprozess beobachtet, so dass bereits verschiedene 

Osteosyntheseverfahren für Mäuse entwickelt worden sind [36,38,47,51,52,54,55]. Die 

MouseScrew, eine intramedulläre Zugschraube, bietet eine gute Rotationstabilität durch 
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Kompression der Fragmente und stellt somit ein standardisiertes Osteosyntheseverfahren 

dar. Ein weiterer Vorteil ist, dass durch die geschlossene Frakturierung und die minimal-

invasive Implantation der Schraube das Weichteiltrauma gering bleibt [38,54]. In der 

vorliegenden Studie wurde die Fraktur mittels Guillotine erzeugt und die MouseScrew zur 

Stabilisierung verwendet. 

 

Das Glyoprotein Erythropoietin ist ein Zytokin der Erythropoese. Über den EPO-R interagiert 

es mit erythroblastären Vorläuferzellen und fördert deren Proliferation und Reifungsprozess. 

Auch auf Zellen nicht hämatopoietischen Ursprungs konnte eine proliferative Wirkung des 

EPO gezeigt werden, allerdings ist die Wirkung von der Dosis und der Gabe abhängig. 

Tierexperimentell konnte dies bereits im Rahmen der Wundheilung gezeigt werden. Durch 

eine einmalige Hochdosis EPO wurde der Wundverschluss beschleunigt und die Bildung 

neuer Gefäße im Heilungsareal gefördert. Repetitive Gaben von hochdosiertem EPO führten 

zu einem prolongierten Heilungsprozess. Die Erythrozytenanzahl war enorm gesteigert und 

dadurch die Fließeigenschaften des Blutes beeinträchtigt, so dass insbesondere die 

Vaskularisation und der Heilungsprozess geschädigt wurden. Repetitive Niedrigdosen 

zeigten zwar auch ein fördernde Wirkung auf den Heilungsprozess und die Vaskularisierung, 

jedoch wurde durch die initiale Hochdosis bessere Ergebnisse erzielt [110].  

In Frakturstudien konnte bei adulten Mäusen eine Verbesserung der Frakturheilung unter 

täglicher Applikation von 500 U/kg KG EPO beobachtet werden [37,56]. Daher wurde in der 

vorliegenden Studie ebenfalls eine Dosis von 500 U/kg KG EPO intraperitoneal appliziert. 

Um einen konstanten Spiegel aufrecht zu halten, erfolgten repetitive Gaben im Abstand von 

24 Stunden [37,56].  

 

In vorangegangenen Studien zur Frakturheilung wurde der Heilungsprozess bei adulten 

Mäusen nach 2 und 5 Wochen untersucht. Bei einem physiologischen Heilungsprozess 

erreicht der Kallus nach 2 Wochen sein Maximum. Nach fünfwöchiger Heilungsphase war 

der Frakturspalt knöchern durchbaut und die Frakturheilung war abgeschlossen 

[37,46,48,51]. Im Vergleich zu adulten ist bei geriatrischen Mäusen die Frakturheilung 

prolongiert [76–78,85,125]. Histing et al. untersuchten 2 und 5 Wochen postoperativ  den 

Einfluss mechanischer Stabilität auf die Frakturheilung bei adulten und alten Mäusen. Im 

Vergleich zu den adulten war bei den alten Tieren die Frakturheilung nach 5 Wochen noch 

nicht abgeschlossen [50]. Um die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit den Erkenntnissen 

vorangegangener besser zu vergleichen zu können, wurde bei den alten Mäusen die 

Frakturheilung ebenfalls 2 und 5 Wochen postoperativ untersucht.  
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In der vorliegenden Studie wurden den Tieren nach 2 bzw. 5 Wochen 1 ml Blut aus der V. 

cava zur Bestimmung der Hämoglobinkonzentration sowie des Hämatokrits entnommen. Zur 

Blutentnahme können grundsätzlich verschiedene Lokalisationen gewählt werden. Für 

repetitive Punktionen eignen sich der retrobulbäre Venenplexus oder die Schwanzvenen. 

Mengen von ca. 0,07 - 0,08 ml können problemlos aspiriert werden. Diese Menge entspricht 

ca. 10 % des gesamten Blutvolumens einer Maus und stellt keine vitale Bedrohung dar. 

Kardiale, cavale oder aortale Punktionen ermöglichen Aspirationsmengen bis zu 1ml sind 

jedoch letal für das Tier [23]. Der laborchemische EPO-Spiegel korreliert positiv mit dem 

Hämoglobinwert und  dem Hämatokrit, so dass diese Parameter zur Evaluation der Therapie 

eingesetzt werden können [95]. Diese Messmethodik konnte bereits in vorangegangenen 

Studien eingesetzt werden [37,56]. 

 

Zur biomechanischen Testung der Knochen existieren verschiedene Messmethoden. 

Destruierende Verfahren haben den Nachteil, dass der Knochen anschließend nicht mehr für 

weitere Analysen verwendet werden kann, wodurch die Anzahl der Versuchstiere ansteigt 

[74]. Bei nicht-destruierenden Verfahren bleibt die Kontinuität des Knochens erhalten. Bei 

bereits geringen rotatorischen Abweichungen treten jedoch vermehrt Messungenauigkeiten 

auf [74]. Bei der 3-Punkt-Biegetestung übt ein Prüfstempel auf eine geringe Fläche 

maximalen Druck aus. Die 4-Punkt-Biege-Testung arbeitet mit zwei Prüfstempeln. Bei dieser 

Methode ist eine Mindestlänge des Knochens mit einem 16 - fachen des Durchmessers 

erforderlich. Da der Durchmesser eines Mäusefemurs ca. 2 mm beträgt, gilt eine Länge von 

32 mm in diesem Zusammenhang bei Mäusen als unrealistisch, so dass die 3-Punkt-

Biegetestung Anwendung findet [80].  

 

Als bildgebende Verfahren wurden in dieser Studie die Mikrocomputertomographie genutzt. 

Der Einsatz des konventionellen zweidimensionalen Röntgen galt lediglich zur Kontrolle der 

Implantatlage postoperativ sowie am Ende des Therapiezeitraumes.  

 

Die Nutzung eines dreidimensionalen Datensatzes mittels µCT bietet die Möglichkeit 

explizite Messungen der Kallusgröße durchzuführen und mittels Grauton-Abstufung hoch 

und niedrig mineralisierte Areale zu definieren. Bereits in vorherigen Arbeiten konnte die 

Mineralisationsdichte zur Beurteilung der Kallus- und Knochenqualität erfolgreich 

angewendet werden [14,36,54,93]. 

 

Die histomorphometrische Untersuchung wurde gemäß den Vorgaben von Gerstenfeld et al. 

umgesetzt [40]. Zur Bestimmung der Kallusgröße und – Zusammensetzung wurde nach den 

Empfehlungen der ASBMR ein repräsentativer longitudinaler Sagittalschnitt auf Höhe des 
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maximalen Kallusdurchmessers untersucht. Da zur Analyse lediglich ein histologisches 

Präparat je Maus verwendet wurde und nur eine zweidimensionale Darstellung gegeben ist, 

ist die Aussagekraft beschränkt. Vorangegangene Studien setzten diese Methodik jedoch als 

sinnvolle Ergänzung zur Interpretation weiterer radiologischer, biomechanischer und 

biochemischer Daten ein [37,42,49,50,56]. 

 

Unter dem Aspekt, dass EPO als angiogener Faktor agiert, wurde ein weiterer Datensatz an 

HE-gefärbten Präparaten analysiert. Gerade in der frühen Heilungsphase ist es essenziell, 

dass die Frakturzone vaskularisiert, daher ist es sinnvoll 2 Wochen postoperativ die 

Gefäßdichte im Kallus zu beurteilen. Untersuchungsreihen zum Einfluss von EPO auf die 

Frakturheilung konnten diese Methodik erfolgreich zur Beurteilung der Gefäßdichte 

einsetzen. Die Arbeitsgruppe Holstein et al. konnte nach 2 Wochen ebenfalls vermehrt 

Gefäße in der Frakturzone nachweisen [37,56].  

 

Via Western Blot erfolgte die Analyse der Proteinexpression im Kallus. Die Extraktion 

erfolgte nach zweiwöchiger Heilungsphase. Zu diesem Zeitpunkt ist die Kallusexpansion in 

der Regel maximal, so dass ausreichend Probenmaterial gewonnen werden kann [54]. 
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5.2 Diskussion der Ergebnisse 

 

In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass die Frakturheilung bei alten 

Mäusen nicht durch die Behandlung mit EPO verbessert wird. Durch die EPO-Therapie 

waren die Hämoglobinkonzentration und der Hämatokrit signifikant angestiegen. Mittels CT 

zeigte sich eine erhöhte Mineralisationsdichte des Kallus, jedoch ging dies mit einer 

niedrigen biomechanischen Stabilität einher. Durch die EPO-Behandlung konnte histologisch 

eine erhöhte Anzahl an Blutgefäßen und TRAP-positiven Zellen im Kallus ermittelt werden. 

Die Western Blot Analysen ergaben eine vermehrte Expression von OPG und insbesondere 

von RANKL.  

 

Im Gegensatz dazu konnten Studien an jungen Mäusen zeigen, dass die Behandlung mit 

EPO die Frakturheilung verbessert [37,53,56]. 

 

Erythropoietin ist ein aus 165 Aminosäuren bestehendes Glycoprotein, das hauptsächlich in 

Niere und Leber synthetisiert wird und als wichtiger Wachstumsfaktor in der Erythropoese 

agiert. Nach Bindung an den zugehörigen transmembranösen Rezeptor werden mehrere 

intrazellulärer Signalkaskaden initiiert, welche durch Phosphorylierungen in der Aktivierung 

von Enzymen und Transkriptionsfaktoren münden. Die Proliferation und Differenzierung der 

erythroiden Vorläuferzellen wird stimuliert [87]. Panjeta et al. zeigten bereits, dass die 

Hämoglobinkonzentration und der Hämatokrit des Blutes durch die Behandlung mit EPO 

ansteigten [95]. Bei adulten Mäusen wurden Hämoglobinspiegel  von ca. 20 g/dl nach 

regelmäßiger EPO-Gabe beschrieben und als valide Parameter zur Beurteilung des 

Applikationserfolg verwendet [37,53,56]. Auch in der vorliegenden Studie wurden 

vergleichbar hohe Hämoglobinkonzentrationen nach EPO - Gabe beobachtet. 

 

Garcia et al. applizierten bei adulten Mäusen 500 U/kg KG EPO in einem zeitlichen Abstand 

von 24 Stunden über 2 und 5 Wochen, wodurch eine Verbesserung der Frakturheilung 

nachgewiesen werden konnte [37]. Daher wurde in der vorliegenden Studie das gleiche 

Applikationsschema verwendet. Sorg et al. untersuchten 2009, wie unterschiedliche EPO-

Dosierungen die Wundheilung bei Mäusen beeinflussen. Repetitive Hochdosen von 5000 

U/kg KG führten zu einer massiven Beeinträchtigung der Gewebe- und Gefäßregeneration. 

Vor allem wurden die EPO-bedingten Veränderungen der Blutrheologie als Ursache 

gesehen, so dass die Mikrozirkulation im Wundareal beeinträchtigt wurde. Die tägliche 

niedrigdosierte EPO-Gabe (500 U/kg KG) beeinflusste den Heilungsprozess nicht negativ. 
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Die einmalige initiale Gabe war jedoch mit dem stärksten Stimulus zur Genese und Reifung 

eines neugebildeten Gefäßnetzes und Epithelialisierung verbunden und besserte die 

Wundheilung [110]. Im Ratttenmodell wurde ebenfalls der Einfluss von EPO auf die 

Wundheilung untersucht. Nur während den ersten 5 Behandlungstagen konnte durch EPO 

(400 U/kg KG, täglich) eine verbesserte Heilung ischämischer Wunden erreicht werden. Ein 

längerer Therapiezeitraum war mit einem verschlechterten Regenerationsprozess verbunden 

[3]. In den oben genannten Studien wurde mit adulten Tieren gearbeitet [3,37,56,110]. Daher 

können die Ergebnisse mit der aktuellen Studie mit alten Mäusen nicht uneingeschränkt 

verglichen werden. Unter anderem kann eine altersbedingte Abnahme der EPO-

Pharmakokinetik vermutet werden. Durch einen prolongierten Abbau- und somit 

Inaktivierungsprozess des EPO kann die tägliche Applikation eine Akkumulation begünstig 

haben. Möglicherweise ist ein Monitoring des EPO-Spiegels sinnvoll sein, um eine 

Akkumulation zu vermeiden [99]. 

 

Neben der Hämoglobinkonzentration war auch der Hämatokrit erhöht, weswegen Garcia et 

al. annehmen, dass dies ebenfalls eine Ursache für eine verbesserte Knochenheilung bei 

adulten Mäusen sein könnte [37]. Bei den alten Mäusen wurde ebenfalls ein signifikanter 

Anstieg des Hämatokrit durch die EPO-Behandlung nachgewiesen. Jedoch wurde ein 

durchschnittlicher Hämatokrit von 70 – 80 % bestimmt. Es ist fraglich, in wieweit alte Mäuse 

auf eine erhöhte Blutviskosität reagieren. Es ist bereits bekannt, dass im Rahmen des 

physiologischen Alterungsprozesses der Hämatokrit abnimmt. Paradoxerweise steigt die 

Tendenz zur Koagulation. Dies wird unter anderem durch eine Abnahme der Erythrozyten-

Plastizität verursacht [107]. Basierend darauf könnte der EPO-induzierte Anstieg des 

Hämatokrits bei den alten Tieren zur weiteren Beeinträchtigung der Blutrheologie geführt und 

folglich die Mikrozirkulation, v.a. in der Frakturzone, konsekutiv verschlechtert haben. Da ein 

derartiges Phänomen bei adulten Mäusen nicht beschrieben wird, haben diese anscheinend 

ausreichende Kompensationsmechanismen gegenüber veränderten Fließeigenschaften des 

Blutes, so dass die Frakturheilung unter EPO-Therapie nicht beeinträchtigt wird [37,56]. Ein 

niedriger knöcherner Kallusanteil und höhere Knorpel- und Bindegewebsanteile sprechen bei 

den alten Tieren eher für eine gestörte Frakturheilung. Auch die signifikant verminderte 

biomechanische Stabilität nach fünfwöchiger Therapie weist auf die beeinträchtigende 

Wirkung von EPO auf die Frakturheilung hin. 

 

Die Vaskularisationskapazität ist im Alter reduziert. Beispielsweise fallen bei geriatrischen 

Patienten mit peripherer Verschlusskrankheit eine geringere Kollateralisierung oder bei 

Infarkten und Insulten eine prolongierte Rekapillarisierung auf [88,100]. Unter anderem  wird 

hierfür eine verminderte Antwort auf die hypoxie-induzierte Angiogenese gesehen [20]. Vor 
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allem in der frühen Heilungsphase wird die Vaskularisierung des Kallus als essenziell für den 

weiteren Heilungsprozess gesehen. Durch das Einwachsen neuer Gefäße wird nicht nur die 

Nutrition gewährleistet, auch Stammzellen gelangen so in die Frakturzone. EPO wirkt 

fördernd auf die Gefäßneubildung. Aufgrund Parallelen zur VEGF - induzierten Angiogenese 

wurde EPO schon erfolgreich eingesetzt, um die Vaskularisation des regenerierenden 

hypoxen Areals zu steigern, wie mehrere tierexperimentelle Studien zeigen [37,56,112]. 

Auch in der vorliegenden Versuchsreihe konnte durch EPO die Angiogenese verbessert und 

ein dichtes Gefäßnetz im Kallus ausgebildet werden. Es konnte jedoch nicht erklärt werden, 

in wie fern das ausgeprägte Kapillarnetz des Kallus mit der verstärkten Mineralisationsdichte 

und zeitgleich reduzierten Biegesteifigkeit in Zusammenhang steht.  

 

Es existieren bereits mehrere Studien, die den Einfluss von EPO auf den 

Knochenmetabolismus untersuchten [44,66,69,101,117]. Rölfing et al. konnten in 

Zellkulturen einen stimulierenden Effekt des EPO auf Osteoblasten nachweisen. Ähnlich wie 

bei Erythroblasten, wurden durch Aktivierung des EPO-R intrazelluläre Signalkaskakaden 

aktiviert, die die Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten förderten. Auch in vivo 

wurde eine proliferative Wirkung beschrieben, da bereits im frühen Heilungsstadium ein 

weitgehend knöcherner Kallus vorlag [37,53,56,101]. Sowohl die histomophometrischen als 

auch die radiologischen Untersuchungsergebnisse konnten diesen Effekt bei den alten 

Tieren nicht nachweisen. Vielmehr war im Vergleich zur Kontrollgruppe ein geringerer Anteil 

an Knochengewebe nachweisbar. Wie schon Hiram-Bab et al. beschrieben haben, wirkt 

EPO auch osteokatabol, indem es proliferativ und stimulierend auf monozytäre und 

osteoklastäre Zellen wirkt. Durch Aktivierung des EPO-R wird eine akzelerierte Proliferation 

und Differenzierung von osteoklastären Vorläuferzellen beschrieben, so dass ein vermehrter 

Knochenabbau beobachtet wird [44]. Eine langfristige EPO-Applikation scheint vor allem 

osteokatabol zu wirken. Interessanterweise beobachteten Kolomansky et al. 2020, dass EPO 

(540 U wöchentlich) bei adulten Mäusen zu einer kontinuierlichen Abnahme der TMD und 

Knochenmasse führt. Selbst nach Beendigung der EPO-Therapie zeigte sich keine 

Regeneration des Knochens und  der Verlust an Knochenmasse war irreversibel [66].  

 

Die MikroCT-Analysen der vorliegenden Studie zeigten nach EPO-Behandlung eine erhöhte 

TMD. Interessanterweise konnte auch in den unfrakturierten Knochen ein Anstieg der TMD 

erhoben werden, so dass eine systemische Aktivierung der Osteoblasten vermuten werden 

kann. Nach zweiwöchiger EPO-Gabe entsprach die TMD im unfrakturierten Knochen 

physiologischen Werten einer adulten Maus [91]. Jedoch scheint dies nur ein temporärer 

osteoanaboler Effekt zu sein, da nach fünfwöchiger EPO-Gabe TMD des unfrakturierten 

Knochens wieder gesunken war. Interessanterweise war diese mit durchschnittlich 1,24 ± 
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0,02 versus 1,29 ± 0,02 g/cm3 leicht niedriger als bei den Kontrollen, wodurch auf die von 

Kolomansky postulierte kontinuierliche Abnahme der Knochenmasse bei langfristiger EPO 

Gabe hin gedeutet werden könnte [66]. 

 

Der Alterungsprozess geht mit Abnahme der Regenerationskapazität einher. Lopas et al. 

analysierten die Frakturheilung bei alten Mäusen (25 Monate) und bei adulten Mäusen (5 

Monate). Bei den alten Tieren wurde ein verzögerter Heilungsverlauf festgestellt. Die 

Kallusexpansion fiel viel geringer aus. Radiologisch war der Knochenanteil und die 

Mineralisationsdichte vermindert und die Ossifikation des Kallus prolongiert. Dies wurde 

durch eine quantitative Abnahme mesenchymaler Stammzellen mit reduzierter 

Proliferationskapazität begründet [76]. In der vorliegenden Studie wurde bei der 

Kontrollgruppe 5 Wochen postoperativ eine Kallus - TMD von durchschnittlich 0,76 g/cm3 

erhoben. O´Neill beschrieb 2010 mittels MikroCT jedoch bei adulten Mäusen physiologische 

Mineralisationsdichten des Kallus von 1,27 ± 54 g/cm3 [91]. Demnach bestätigt die 

vorliegende Studie ein reduziertes Heilungspotenzial bei alten Mäusen.  

 

Die Mikro-CT-Analysen zeigten weiterhin, dass bei nahezu gleichen knöchernen 

Kallusanteilen die TMD nach EPO-Therapie nahezu verdoppelt war im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. In der EPO-Gruppe war der Kallus sowohl 2 als auch 5 Wochen postoperativ 

auch verglichen mit der unfrakturierten kontralateralen Femurkortikalis, deutlich stärker 

mineralisiert. Auch bei adulten Mäusen konnte durch die Behandlung mit EPO ein Anstieg 

der TMD bei der Pseuathrosen - Behandlung festgestellt werden, der mit einem verbesserten 

Heilungsverlauf und rascheren Anstieg der biomechanischen Stabilität verbunden war [56]. 

Eine hohe Mineralisationsdichte verbessert die Biegesteifigkeit des Knochens, allerdings war 

die Biegesteifigkeit des Kallus bei den alten Mäusen nach fünfwöchiger EPO-Gabe massiv 

reduziert, verglichen mit den Kontrollen.  

 

Die biomechanische Qualität des Knochens wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. 

Entscheidend ist, welche und vor allem in welchem Verhältnis die verschiedenen 

Knochenkomponenten vorliegen. Nur durch eine adäquate Relation zwischen organischen 

und anorganischen Materialen kann der Knochen seinen physiologischen biomechanischen 

Ansprüchen gerecht werden. Die Osteoporose ist ein klassisches Beispiel, hier gilt ein 

verminderter anorganischer Knochenanteil als Hauptgrund für eine erhöhte 

Knochenbrüchigkeit. Anorganischer Anteil und Festigkeit des Knochens hängen jedoch nicht 

proportional zusammen. Pathologien mit erhöhter Knochendichte, z.B. Morbus Paget des 

Knochens führen auch zu porösen Knochen. Als lokalisierte Skelettkrankheit wird bei Morbus 

Paget eine erhöhte Mineralisationsdichte durch einen verstärkten Knochenumsatz generiert 
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[84]. Ein massiver osteoklastärer Knochenabbau wird durch eine vermehrte 

Osteoblastenaktivität kompensiert. Ein rapider Knochenumsatz generiert allerdings 

mechanisch minderwertigen Knochen [89,115]. Interessanterweise wird auch eine 

Hypervaskularisation beschrieben, jedoch ohne Kausalität für die Biomechanik [84]. 

Jedenfalls kann dadurch erklärt werden, warum 5 postoperativ in der EPO-Gruppe eine 

reduzierte biomechanische Stabilität des Kallus bei simultanem Anstieg der TMD erhoben 

wurde. Ein akzelerierter Knochenumsatz kann daher als Ursache der erhöhten TMD und der 

verminderte biomechanische Qualität des Kallus vermutet werden.  

 

Die biomechanischen Ergebnisse lassen sich nicht plausibel durch die histologische 

Gewebeanalyse erklären. Hier fielen sowohl im frühen als auch im späten Heilungsstadium 

keine signifikanten Unterschiede zwischen der EPO- und der Kontrollgruppe auf. Es konnte 5 

Wochen postoperativ bei weitgehend knöcherner Durchbauung von einem physiologischen 

Heilungsprozess ausgegangen werden. Garcia et al. stellten fest, dass bei adulten Mäusen 

der Kallus bereits nach zweiwöchiger EPO-Behandlung fast vollständig ossifiziert war [37]. 

Zu diesem Zeitpunkt wurde bei den alten Tieren ein vor allem bindegewebiger Kallus 

beobachtet. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die Knochen- und Knorpelanteile leicht 

vermindert, wodurch eine prolongierte Frakturheilung angedeutet wird. Interessanterweise ist 

bei adulten Mäusen 2 Wochen postoperativ bei regelrechtem Heilungsverlauf ein knöcherner 

Kallusanteil von ca. 25 % als physiologisch beschrieben [49,50,64]. Auch hier lassen sich 

Anzeichen eines reduzierten Heilungspotenzials bei alten Tieren finden, da in der 

Kontrollgruppe dieser Studie 2 Wochen postoperativ ein knöcherner Kallusanteil von 

durchschnittlich 15 % vorlag.  

 

Die Western Blot Analysen zeigten, dass durch die EPO-Therapie die Expression von OPG 

nahezu verdoppelt und die Expression von RANKL vervierfacht war, verglichen mit der 

Kontrollgruppe. Diese Resultate deuten auf einen vermehrten osteoklastären Knochenabbau 

hin. Osteoklasten exprimieren den EPO-Rezeptor. Nach Initialisierung wird die 

Osteoklastogenese stimuliert [44]. Zusätzlich wurden bei der EPO - Gruppe vermehrt TRAP 

positive Zellen im Kallus nachgewiesen. Somit sprechen die Ergebnisse der Western Blot 

Analyse und der TRAP-Färbung für eine intensivierte Osteoklastenaktivität. Es kann ein 

Zusammenhang mit der applizierten EPO-Dosis vermutet werden. In vitro führt eine low-dose 

Therapie zwar zu einer verminderten Osteoblastendifferenzierung, jedoch ohne vermehrten 

Knochenabbau. Im Gegenteil dazu, wurde bei lang bestehenden hohen EPO-Spiegeln 

sowohl eine erhöhte Osteoblasten- und Osteoklastenaktivität festgestellt [99,113]. Daher 

wird von einem Anstieg des Knochenumsatzes ausgegangen, der zu einer verminderten 

Knochenmasse führte. Die erwähnten Studien sind teilweise Studien in vitro oder 
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untersuchten die Frakturheilung in jungen Mäusen. Daher sind die Ergebnisse mit denen der 

vorliegenden Studie nicht uneingeschränkt vergleichbar.  

 

Schlussfolgerung 
Die Studie untersuchte erstmalig den Einfluss von EPO auf die Frakturheilung bei alten 

Mäusen. Es konnte gezeigt werden, dass EPO signifikant die Knochenmineralisationsdichte 

und die Expression von OPG und RANKL erhöht. Dies kann als Zeichen eines erhöhten 

Knochenumsatzes gedeutet werden. Dies führte zu einer Verschlechterung der 

Frakturheilung. Zusätzlich kann eine verschlechterte Mikrozirkulation aufgrund veränderter 

rheologischer Eigenschaften des Blutes die Frakturheilung negativ beeinflusst haben. Daher 

kann die Behandlung mit EPO zur Verbesserung der Frakturheilung bei alten Patienten nicht 

empfohlen werden.   
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