Aus der Chirurgischen Kilinik, Abteilung fur Unfall- , Hand- und

Wiederherstellungschirurgie, Universitatsklinikum H omburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. med. T. Pohlemann

ERYTHROPOIETIN STIMULIERT DIE
KNOCHENHEILUNG DER MAUS

DISSERTATION
ZUR
ERLANGUNG DES GRADES EINES DOKTORS DER MEDIZIN
DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
DER UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2012

vorgelegt von: Victor Speidel

geb. am: 05.01.1983 in Heidelberg



Gewidmet

Dr. Gertrude Heumann



1.

Inhaltsverzeichnis

1. Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICNNIS ... 1
1.1. AbKUrzungSVerZEICHNIS .....ooeeiiiiie e 4
ZUSAMMENTASSUNG ... eeeeiieeeiii ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e eataa e e e e e e eeeeennnnnns 7
2.1. Deutsche ZusammenfasSUNG..........couuuuuiiiieeiiieeiieee e e e e e eeaeees 7
2.2, SUIMIMBIY ettt ettt e e et et e e e e et e e et e et e e e e ebba e e e eaba s e eeeaanns 8
] ] T U g T 9
3.1. Erythropoietin (EPO) und Erythropoi€Se ..........cccooiiiiiiiiie 9
3.2. Weiteres Vorkommen von EPO ... 9
3.3. EPO UNA ANQIOQENESE. ....uuuiiiiieiiieeee ettt e e e e 10
3.4. EPO und GewebeproteKtion.............coeiiieiiiiiiiiies e 10
3.5. Der EPO-Rezeptor (EPOR)......coooiiiiii e 11
3.6. Biologie der Frakturheilung ..........coovviiiii i, 12

3.6.1. Direkte oder primare kortikale Frakturheilung ...........cccccceeeiieneeee. 12

3.6.2. Indirekte oder sekundare Frakturheilung.................coovvviiiiiiniineennn, 13

3.6.3. Molekulare Aspekte der Frakturheilung............cccoooeeeiiiiiiiiiiiiieneene, 13

3.6.4. Angiogenese und Frakturheilung ...........cccccevviiiiiiieiecce e 14
3.7. EPO und Frakturh@iluNg..........ccoriiiiiiiiii e 14
3.8, Fragestellung ... 15
Material und MetNOUEN ..........ooviiiiiiiiiiii 16
4.1, StUAIENAUTDAU ... 16

4.1.1. Tiere und Tierhaltung........cccoooeiiiiiiii e 17



Inhaltsverzeichnis

4.1.2. OperationSVOrDEreItUNG ... .c.oeeeiieeeeiiiee e 17
4.1.3. Behandlung Mit EPO ..........ooiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 18
4.1.4. Defektmodell und Pin-Clip FiXI€rUNG ........cevvvereiiieiieiiiiiieiiieeeeeeeeeeeee 18
4.1.5. OperationsteChnik............ccoooiiiiiiiii e 19
4.1.6. Postoperatives VOrgehen............oouuiiiiiiiiiiieeie e 21
R AN B LV 4 (U [ T PPN 21
4.2.1. Hamatologische ANAIYSE ........ccooovviiiiiii e 21
4.2.2. RadiologisChe ANAIYSE .....ccooeeeiiiiiiiiee e 22
4.2.3. Préaparation der KNOChEN..........oooviiiiiiiii e 23
4.2.4. Biomechanische ANalySe...........coouiiiiiiiiiiieeeee e, 23
4.2.5. Histomorphometrische ANalySe ........cccooeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 25
4.2.6. Immunhistologische ANalysSe .........cccceeiiiiiiiiiiiiiie e 27
4.2.7. Western-Blot-ANAlYSE .......cccoeeeiiiiiiiie e 28
4.2.8. Durchflusszytometrische ANalySe ...............oevvviiimiiiiieeeiieiiiiieeiieeeeee 33
4.2.9. StatiStiSCNe AUSWEITUNG .......evvreeeeeeeieieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeees 34

5. Ergebnisse.......o 35
5.1. HAmatologische ANalYSe........cooo e 35
5.2. RadiologiSChe ANAIYSE .......iiii e 36
5.2.1. Durchmesser des periostalen Kallus................oeuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeene. 36
5.2.2. KallUSAICNTE ......oiiiiiiiiiiieieeeee e 37
5.2.3. RadiolOgiSCNES SCOMNQ .....vvvvveiiiiiiiiiiiiiieeeieieeeeeeeeee e eees 38
5.3. Biomechanische ANAIYSE ........ooooiiiiiiiii e 39
5.3.1. SteIfigKeIt...ccoeeeiiieei i 39
5.4. Histomorphometrische ANAlySe...........uuiiiiiiiiiiiiiieee e 40



Inhaltsverzeichnis

541, HeIlUNGSIALE .....uuiiiieiiieeee e 40

5.4.2. GrolRe des periostalen Kallus...............oeveeiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeee 40

5.4.3. KalluszusammenSEetZUNG ..........uuueeeeieieiieeiiiieeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 42

5.5. Immunhistochemische ANalySe..........ccoooii s 44
5.6. WeStern-BlOt-ANAIYSE ......ovveeiiiieeiiieee e 45
5.7. Durchflusszytometrische Analyse (FACS).......ccovviiiiiiiiiiiieiiiee e 46

6. DISKUSSION ..ooiiiiiiiiie e 47
6.1. MENOUEN ... 47
6.1.1. Anzahl der Tiere und Komplikationsrate ...........cccccceeeveeeeiieeeiiiinnnnnnn. 48

6.1.2. MOAEIl. ..o 48

6.1.3. EPO-DOSIEIUNG ...uuuiieeeiiieeiiee e 50

6.1.4. Radiologische, biomechanische und histologische Verfahren.......... 50

6.2. Diskussion der ErgebniSSe........ccoovveiiiiiiiii i 54
6.2.1. Einfluss von EPO auf die Erythropoiese ..........cccccceeiiiiiiiiiiiiiiicennn. 54

6.2.2. Einfluss von EPO auf die Frakturheilung...........cccccccoiiiiiiiiiinn. 55

6.2.3. Mechanismen der verbesserten Knochenheilung durch EPO .......... 57

6.3. ZUSAMMENTASSUNG ...oieeeiiiiiie et e e e et e e e e e e e e eaee e e e e e e eeeenenenns 59
6.4. SChIUSSTOIGEIUNG ... oo e 60

7. LItEraturVeIZEICNNIS ... s 62
8. Publikationen und DankSaguNg..........ccoooiiiiiiiiiiiiiii 77
8.1. Kongressbeitrage und Publikationen.............cccooooiiiiiiiiiii 77
8.2, DANKSAGUNG ... s 79

9. LEDENSIAUT ....ceeiiiiitte e 80



Abkiirzungsverzeichnis

1.1. Abkirzungsverzeichnis

Abb.
Abs.
AO
ASBMR
BMP
BSA

ca.

CD
CFU

d.h.
DAB
dl
EDTA
EPC
EPO
EPOR
et al.
FACS
Fec
FCS
FITC
FP

GCSF

inch

Grad Celsius

Abbildung

Absatz

Arbeitsgemeinschaft fir Osteosynthesefragen
American Society for Bone and Mineral Research
bone morphogenic protein

bovine serum albumin

zirka

cluster of differentiation

colony forming unit

Tag

das heif3t

Diaminobenzidin

Deziliter
Ethylendiaminotetraessigsaure
endothelial progenitor cell
Erythropoietin
Erythropoietin-Rezeptor

et alii

fluorescence-activated cell sorting
fragment crystallizable region
fetal calf serum
fluorescein-lsothiocyanat
FACS-Puffer

gauge

Gramm

granulocyte colony-stimulating factor



GM-CSF
Gr.

HIF
HPF
HRP

min
mi

mm
mM
MW

n.s.
NFkB

O,

p.m.

PBS
PCNA
PECAM-1
pH

rhEPO
RT

SEM

T

Tabl.
TGF-B

Abkiirzungsverzeichnis

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GroRRe

Hypoxie-induzierbarer Faktor

high power field

horseradish peroxidase

intraperitoneal

Immunglobulin

insulin-like growth factor

Interleukin

Kilodalton

Korpergewicht

Kilogramm

Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Stoffmengenkonzentration in Millimol/Liter
Mittelwert

Newton

nicht signifikant

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Sauerstoff

post mortem

phosphate buffered saline

proliferating cell nuclear antigen

platelet endothelial cell adhesion molecule (CD31)
potentia Hydrogenii

rekombinantes Humanes Erythropoietin
Raumtemperatur

standard error of the mean; mittlerer Standardfehler
Temperatur
Tablette

transforming growth factor-f3



TierSchG
TNF-a

U

U/min

VB
VEGF

w

BcR

S

Abkiirzungsverzeichnis

Tierschutzgesetz
Tumornekrosefaktor-a

Einheit

Umdrehungen pro Minute
Vollblut

vascular endothelial growth factor
Woche

B-common Rezeptor

Sekunde(n)



Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

2.1. Deutsche Zusammenfassung

Zusatzlich zu seiner klassischen Rolle in der Regulation der Erythropoiese konnten
in der Erforschung des Erythropoietins (EPO) gewebeprotektive und regenerative
Wirkungen in verschiedenen nicht-hamatopoietischen Geweben nachgewiesen
werden. Es st jedoch nur wenig (ber die potentiellen Effekte auf die
Knochenheilung bekannt. Zur Untersuchung der Frakturheilung in einem
Mausmodell wurden femorale Osteotomien mit einem Defekt von 0.25mm mittels
pin-clip Osteosynthese stabilisiert. Die Versuchstiere wurden mit 500U EPO/kg KG
taglich oder mit Kochsalzldsung intraperitoneal behandelt. Die Frakturheilung wurde
nach 2 und 5 Wochen biomechanisch, radiologisch und histologisch beurteilt. Die
Expression von PCNA und NfkB wurde durch Western Blot-Analysen untersucht.
Die Vaskularisation wurde durch immunohistochemische Farbung von PECAM-1
ermittelt. Zirkulierende  endotheliale Progenitorzellen  wurden mittels
Durchflusszytometrie gemessen.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass EPO die Knochenheilung Kleiner
segmentaler Defekte bei Mausen signifikant beschleunigt. Dies zeigt sich in einer
signifikant erhdhten biomechanischen Steifigkeit und hoherer radiologischer
Kallusdichte, 2 und 5 Wochen nach Fraktur und Stabilisierung. Histologisch konnte
ein erhohter Knochenanteil sowie ein verringerter Anteil an Knorpel und
Bindegewebe im periostalen Kallus nachgewiesen werden. Die endostale
Vaskularisation war deutlich gesteigert. Des Weiteren war die Anzahl zirkulierender
endothelialer Progenitorzellen unter EPO-Therapie signifikant erhoht. Die hier
gezeigte Verbesserung der Frakturheilung bei Tieren, welche mit EPO behandelt
wurden, kénnte einen neuen Therapieansatz fir Frakturen mit verzégerter Heilung

und Pseudarthrosebildung darstellen.
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2.2. Summary

Beyond its classical role in regulation of erythropoiesis, erythropoietin (EPO) has
been shown to exert protective and regenerative actions in a variety of non-
hematopoietic tissues. However, little is known about potential actions in bone
regeneration. To analyze fracture healing in mice, a femoral 0.25mm osteotomy gap
was stabilized with a pin-clip technique. Animals were treated with 500U EPO/kg bw
per day or with vehicle only. After 2 and 5 weeks, fracture healing was analyzed
biomechanically, radiologically and histologically. Expression of PCNA and NfkB
was analyzed by Western blot analysis. Vascularization was analyzed by
immunhistochenmical staining against PECAM-1. Circulating endothelial progenitor
cells were measured by flow-cytometry. Herein, we demonstrate that EPO-treatment
significantly accelerates bone healing in small segmental defects in mice. This is
indicated by a significantly greater biomechanical stiffness and a higher radiological
density of the periosteal callus 2 and 5 weeks after fracture and stabilization.
Histological analysis demonstrated significantly more bone and less cartilage and
fibrous tissue in the periosteal callus. Endosteal vascularization was significantly
increased in EPO-treated animals when compared to controls. The number of
circulating endothelial progenitor cells was significantly greater in EPO-treated
animals. The herein shown acceleration of healing by EPO may represent a
promising novel treatment strategy for fractures with delayed healing and non-union

formation.
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3. Einleitung

3.1. Erythropoietin (EPO) und Erythropoiese

EPO ist ein aus 165 Aminosauren bestehendes Glykoproteinhormon mit einer
Molekilmasse von 35 kDa. Beim erwachsenen Menschen sind peritubuldre
fibroblastenartige Zellen der Nierenrinde der Hauptsyntheseort von EPO, wahrend
es im fétalen Organismus Uberwiegend von Hepatozyten gebildet wird (JELKMANN,
2004). Eine wichtige Rolle fir die Genexpression von EPO spielt der
Transskriptionsfaktor HIF (Hypoxie-induzierbarer Faktor). HIF-2a wird Uberwiegend
in Lunge, Gehirn sowie GefaRendothel exprimiert und durch Hypoxie in diesen
Geweben stabilisiert (GRUBER et al., 2007). Ein O,-Mangel fuhrt somit durch eine
Erhéhung von HIF zu einer gesteigerten EPO-Synthese (GOLDBERG et al., 1988).

Neben dem endogenen EPO existiert das kunstlich hergestellte rhEPO
(rekombinantes humanes EPO). Letzteres spielt als medizinisches Therapeutikum
bei Storungen der Erythropoiese und Anamien anderer Genese eine wichtige Rolle.

EPO verhindert die Apoptose der erythrozytaren Vorlauferzellen im Knochenmark
und regt diese zu Proliferation und Differenzierung an. Somit ist es das wichtigste

Signalmolekdl fur die Erythropoiese.

3.2. Weiteres Vorkommen von EPO

Eine Expression von EPO wurde auch in anderen Geweben nachgewiesen, unter
anderem in Makrophagen (VOGT et al.,, 1989), Astrozyten (MARTI et al., 1996),
Plazenta (CONRAD et al., 1996), Neuronen (BERNAUDIN et al., 1999), Uterus
(MASUDA et al., 2000), Sertoli-Zellen (MAGNANTI et al., 2001), Brustdrisen und
Muttermilch (SEMBA et al., 2002; WALKER, 2010). Uber die Rolle von EPO in

diesen Geweben ist noch wenig bekannt.
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3.3. EPO und Angiogenese

Es ist bekannt, dass angiogenetische Faktoren wie GM-CSF eine hamatopoetische
Wirkung besitzen und hamatopoetische Faktoren im Gegenzug
GefalRendothelzellen zu Proliferation und Differenzierung anregen (BIKFALVI et al.,
1994). Vascular endothelial growth factor (VEGF) gehoért zu den wichtigsten
Modulatoren der GefaRbildung und reguliert Vaskulogenese, Angiogenese und
GefalRerhalt wahrend der Embryogenese sowie im adulten Organismus (YLA-
HERTTUALA et al., 2007; ARCASQY, 2008). Daruber hinaus beeinflusst VEGF
Neurogenese und Neuroprotektion (GREENBERG et al., 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass EPO ahnliche angiogenetische Eigenschaften aufweist wie VEGF
(JAQUET et al., 2002). Inwieweit EPO im adulten Organismus fir die Angiogenese

bendtigt wird, ist noch unzureichend erforscht.

3.4. EPO und Gewebeprotektion

Neben der h&matopoetischen und angiogenetischen Wirkung besitzt EPO auch
gewebeprotekive Eigenschaften. So vermindert EPO Ischamie-
Reperfusionsschaden in Haut (BUEMI et al., 2004), Niere (CHATTERJEE, 2005),
Leber (SCHMEDING et al., 2007), Skelettmuskel (CONTALDO et al., 2007), Herz
(RIKSEN et al.,, 2008) sowie peripherem (TOTH et al., 2008) und zentralem
Nervensystem (VAN DER KOOIJ et al., 2008; YUEN et al., 2010). Unter anderem
konnte eine antiinflammatorische Wirkung von EPO (VILLA et al., 2003) und eine
Verminderung der Nekroserate nhachgewiesen werden (HARDER et al., 2009).

Auch Geweberegeneration wird in zahlreichen Organen positiv durch EPO
beeinflusst (GHEZZI et al., 2004; JOYEUX-FAURE et al., 2005; ROTTER et al.,
2008). Eine mdogliche Rolle spielt dabei die verstarkte Expression endothelialer
Stickstoffmonoxid-Synthasen unter dem Einfluss von EPO, die zu einer
verbesserten Kapillarperfusion fihren (REZAEIAN et al., 2010) und eine kritische
Rolle fur die Mobilisierung von EPC spielen (SANTHANAM et al., 2008).
Angiogenetische Eigenschaften von EPO kdnnten hier bei der Geweberegeneration

eine wichtige Rolle spielen.

10
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3.5. Der EPO-Rezeptor (EPOR)

Sowohl endogenes EPO als auch rhEPO binden an den EPO-Rezeptor (EPOR).
Der fir die Erythropoiese wichtigste Expressionsort des EPOR ist das
Knochenmark. Der EPOR wurde aber auch in Organen und Geweben
nachgewiesen, die nicht an der Erythropoiese beteiligt sind, beispielsweise in
GefaRendothel (ANAGNOSTOU et al., 1994), glatten Muskelzellen
(AMMARGUELLAT et al., 1996), Gehirn (LIU et al., 1997), Herz (WU et al., 1999),
Nieren (WESTENFELDER et al., 1999) und Myoblasten (OGILVIE et al., 2000). Die
biologische Wirkung von EPO kann auch Uber die Anzahl der an der Zelloberflache
vorhandenen EPOR reguliert werden. Grof3e intrazellulare Reserven von EPOR
erlauben die Anpassung an den basalen oder akuten hamatopoetischen Bedarf
(BECKER et al., 2010).

Untersuchungen zeigten eine funktionelle Interaktion des EPOR mit dem B-common
Rezeptor (BcR), auch bekannt als CD131 (JUBINSKY et al., 1997). Der cR ist eine
gemeinsame signaltransduzierende Komponente der Rezeptoren fur GCSF, IL-3
und IL-5 (D'ANDREA et al., 2000). Mause, denen das entsprechende Gen fir den
BcR fehlt, zeigten jedoch keine Beeintrachtigung der hdmatopoetischen Wirkung
von EPO (SCOTT et al., 2000). In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass
die gewebeprotektiven Effekte von EPO Uber einen aus EPOR und [(cR
zusammengesetzten Heterodimerrezeptor vermittelt werden (BRINES et al., 2004).
Dieser Heterodimerrezeptor wird direkt nach einem Gewebeschaden verstarkt
exprimiert, noch bevor es zu einer gesteigerten EPO-Produktion kommt (BRINES et
al.,, 2011). Einzelne kunstlich gewonnene Peptide des Glykoproteins EPO, die
dessen Tertiarstruktur simulieren, vermitteln Uber diesen Heterorezeptor
gewebeprotektive Effekte, ohne eine hamatopoetische Wirkung zu entfalten
(BRINES et al., 2008; PANKRATOVA et al., 2010).

11
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3.6. Biologie der Frakturheilung

Frakturheilung ist ein Prozess, der durch eine Folge komplexer intra- wie
extrazellularer Vorgange reguliert wird. Die Ablaufe folgen dabei bestimmten
zeitlichen und raumlichen Mustern (CHO et al., 2002). Molekulare Mechanismen,
die bereits in der embryologischen Entwicklung die Entstehung des Skeletts
beeinflussen, wiederholen sich bei der Knochenheilung (FERGUSON et al., 1999;
ROSEN, 2006). Die vier Gewebearten, die an der Frakturstelle vorhanden sind und
den Heilungsprozess mafigeblich bestimmen, sind das Knochengewebe selbst, das
Periost, das Knochenmark sowie das umgebende Weichteilgewebe. Hinzu kommen
multiple  Einflisse wie Wachstumsfaktoren, Hormone, Nahrstoffe, pH,
Sauerstoffangebot, elektrische Umgebung und mechanische Stabilitat (CARTER et
al., 1996).

3.6.1. Direkte oder primare kortikale Frakturheilun g

Direkte oder primare kortikale Frakturheilung findet nur statt, wenn eine
anatomische Reduktion der Frakturfragmente stattgefunden hat, d.h. die
Frakturflachen anatomisch korrekt aneinander liegen. Des Weiteren erfordert sie
eine rigide mechanische Fixierung, damit sich die Fragmente mdglichst wenig
gegeneinander verschieben. Ausgehend von den Havers-Kanélen, die in der Mitte
des Osteons verlaufen und Gefalle sowie Nervenfasern enthalten, durchwachsen
Osteoblasten den Frakturspalt und stellen so direkt die Integritat des verletzten
Knochens wieder her. (MCKIBBIN, 1978). Es wird daher davon ausgegangen, dass
eine direkte Frakturheilung nur bei héheren Saugetieren moglich ist, da nur diese
Uber Havers-Kanéle verfigen (HORNER et al., 1997). Im Gegensatz zu Kaninchen
besitzen Ratten und Mause kein Havers-System. Wahrend der direkten
Frakturheilung ist wenig oder keine Periostreaktion und somit auch keine
Kallusbildung nachweisbar (EINHORN, 1998).

12
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3.6.2. Indirekte oder sekundare Frakturheilung

Der Grof3teil aller Frakturen heilt durch indirekte Frakturheilung. Dies beinhaltet eine
Kombination aus intramembrantser und endochondraler Ossifikation mit
Kallusbildung (EINHORN, 1998). Diese Art der Frakturheilung wird im Allgemeinen
durch interfragmentéare Bewegung gefdrdert (MCKIBBIN, 1978).

Intramembrandse Ossifikation bedeutet die direkte Bildung von Knochen ohne
vorausgehende  Knorpelbildung. Das Knochengewebe wird dabei von
Osteoprogenitorzellen und mesenchymalen Stammzellen gebildet, die dem intakten
Periost nahe der Frakturstelle entstammen (MALIZOS et al., 2005).

Endochondrale Ossifikation bedingt die Rekrutierung, Proliferation und
Differenzierung von undifferenzierten Mesenchymzellen zu Knorpel. Die
hypertrophen Chondrozyten gehen nach ihrer terminalen Ausdifferenzierung in
Apoptose (MICLAU et al., 2000). Das Knorpelgewebe kalzifizert zunéchst und wird
schlieBBlich durch Knochen ersetzt (DIMITRIOU et al., 2005). Dabei kdnnen sechs
einzelne Phasen unterschieden werden: Die initiale Phase der Hamatombildung und
Entzindung, die darauf folgende Angiogenese und Knorpelbildung, Kalzifizierung
des Knorpels, Riickgang des Knorpelgewebes, Knochenbildung und schlieRlich
Remodellierung des Knochens. Zu diesem Heilungsprozess tragen das Periost

nahe der Frakturstelle sowie das umgebende Weichteilgewebe bei.

3.6.3. Molekulare Aspekte der Frakturheilung

Fur die Frakturheilung wichtige Signalmolekiile sind pro-inflammatorische Zytokine,
transforming growth factor-B (TGF-B) und andere Wachstumsfaktoren sowie
Angiogenesefaktoren (GERSTENFELD et al., 2003). Pro-inflammatorische Zytokine
wie IL-1, IL-6 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) spielen eine besondere Rolle fur
die Initiierung der Reparaturkaskade. Sie werden von Makrophagen und Zellen des
Periost sezerniert und dben einen chemotaktischen Effekt auf andere
Entzindungszellen aus. Des Weiteren stimulieren sie die Angiogenese und
Synthese der extrazellularen Matrix (KON et al., 2001). Zur TGF-B-Superfamilie

zahlen auch bone morphogenic proteins (BMP), die die Differenzierung

13
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mesenchymaler Zellen zu Osteoblasten und Chondroblasten anregen (ROSEN,
2006). Sie zeigen ebenfalls chemotaktische und angiogenetische Wirkungen
(REDDI, 2001; PENG et al., 2002) und stimulieren die Synthese und Sekretion von
insulin-like growth factor (IGF) und VEGF (DECKERS et al., 2002), welche fir die

weitere Frakturheilung ebenfalls eine wichtige Rolle spielen.

3.6.4. Angiogenese und Frakturheilung

Eine adaquate Vaskularisierung ist fir eine erfolgreiche Frakturheilung unerlasslich.
Wahrend der endochondralen Ossifikation und dem anschlieenden Remodelling
bauen spezifische Metalloproteinasen Knorpel und Knochen ab und erlauben so das
Einsprielen von BlutgefaBen (GERSTENFELD et al., 2003). Es wird davon
ausgegangen, dass zwei unterschiedliche Systeme die Angiogenese bestimmen,
die beide im Zuge der Frakturheilung aktiviert werden. Zum einen ist VEGF
grundlegend fir die Neoangiogenese (FERRARA et al., 1997), zum anderen
beeinflusst Angiopoietin das Wachstum groéRerer GefaRe und die Ausbildung von
KollateralgefaRen (GERSTENFELD et al., 2003).

In verschiedenen Studien konnte die Rolle von VEGF als essentiellem Mediator von
Angiogenese und enchondraler Ossifikation gezeigt werden (GEIGER et al., 2005;
DAl et al., 2007).

3.7. EPO und Frakturheilung

Da bekannt ist, dass EPO eine ahnliche Struktur und ein vergleichbares
angiogenetisches Potential wie VEGF aufweist (JAQUET et al., 2002), liegt die
Vermutung nahe, dass auch EPO sich, ahnlich wie VEGF selbst, positiv auf die
Frakturheilung auswirkt. Zudem fihrt EPO zu einer Mobilisierung von endothelialen
Progenitorzellen (EPC) aus dem Knochenmark (HEESCHEN et al., 2003), welche
die Frakturheilung positiv beeinflussen kénnen (MATSUMOTO et al., 2008a). HIF-
la, ein entscheidender Transkriptionsfaktor von EPO und VEGF, spielt ebenfalls

eine positive Rolle bei Knochenentstehung und -regeneration (WAN et al., 2010).
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Tatsachlich wiesen Ratten, die nach einer offenen Osteotomie der Tibia eine Woche
lang 200U/kg/d EPO i.p. erhielten, eine verbesserte Knochenheilung auf (BOZLAR
et al., 2006). Dies wurde anhand radiologischer und biomechanischer Parameter
gemessen.

Mause, die in einem geschlossenen Frakturmodell des Femurs Uber sechs Tage
5000U/kg/d rhEPO i.p. erhielten, zeigten eine gesteigerte enchondrale Ossifikation
nach 2 Wochen, diese konnte jedoch 5 Wochen postoperativ nicht mehr
nachgewiesen werden (HOLSTEIN et al., 2007). Obwohl Holstein et al. die EPO-
Gabe auf 6 Tage beschrankten, konnten sie zeigen, dass der EPOR noch nach 2
Wochen in periostalem Kallus exprimiert wird. Darum erscheint im Gegensatz zu
bisherigen Studien, eine langfristige Therapie mit EPO zur Verbesserung der

Frakturheilung sinnvoll.

3.8. Fragestellung

Wahrend einige Studien darauf hinweisen, dass EPO positive Effekte auf die
normale Frakturheilung hat, ist noch nicht bekannt, ob EPO eine verzdgerte
Frakturheilung positiv beeinflussen und beschleunigen kann. Dies ist von
besonderem Interesse, da es bei 5-10% aller Frakturen immer noch zu einer
verzogerten Heilung oder Pseudarthrosebildung kommt (GAJDOBRANSKI et al.,
2003).

In der klinischen Anwendung zur Therapie einer Anamie werden derzeit niedrigere
Dosen empfohlen, als sie in vergangenen Tierstudien zur Behandlung von Frakturen
verwendet wurden (BOKEMEYER et al., 2007; JURADO GARCIA et al., 2007). In
der vorliegenden Arbeit soll darum die Wirkung von niedriger dosiertem EPO Uber
einen langeren Zeitraum auf die Regeneration von Frakturen mit verzdgerter

Heilung untersucht werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Studienaufbau

Insgesamt wurden in der Studie 60 Tiere untersucht. Eine Gruppe erhielt ab dem
Tag vor der Osteotomie 500U/kg/d EPO in 2ml NaCl-Lésung in Form einer i.p.
Injektion, die andere Gruppe diente als Kontrolle und erhielt nur 2ml NaCl-Ldsung
ohne EPO. Die Halfte der Tiere wurde 2 Wochen postoperativ getdtet und
untersucht, die andere Halfte nach 5 Wochen [Tab. 1].

Nach Ablauf der

Narkosemittel getdtet. Das osteotomierte Femur wurde gerdntgt, dem Tier wurde

Versuchsdauer wurden die Tiere durch eine Uberdosis

1ml Blut aus der Vena cava inferior entnommen und beide Femora entnommen.
Insgesamt wurden 66 Tiere operiert. 6 wurden jedoch nicht in die Studie
eingeschlossen: 2 Tiere verstarben wahrend oder kurz nach der Operation, 2 Tiere
wahrend des Beobachtungszeitraumes, ein Knochen wurde wahrend der
Praparation zerstért und ein Tier wurde wegen einer Infektion im Bereich des Kallus

von der Studie ausgeschlossen.

| EPO (n=30) | |Kontrolle(n=30)|

| 2 Wochen (n=18) ‘ ‘ 5 Wochen (n=12) ‘ ‘ 2 Wochen (n=18) ‘ ‘ 5 Wochen (n=12) |
[ | | [

Hamatologische Analyse
Radiologische Analyse
Biomechanische Analyse

Histomorphometrische
Analyse

Immunhistochemische
Analyse

Western-Blot-Analyse

Durchflusszytometrische
Analyse

Hamatologische Analyse
Radiologische Analyse
Biomechanische Analyse

Histomorphometrische
Analyse

Tab. 1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Hamatologische Analyse
Radiologische Analyse
Biomechanische Analyse

Histomorphometrische
Analyse

Immunhistochemische
Analyse

Western-Blot-Analyse

Durchflusszytometrische
Analyse

Hamatologische Analyse
Radiologische Analyse
Biomechanische Analyse

Histomorphometrische
Analyse

Die Versuchstiere wurden nach Therapie und Untersuchungszeitpunkt in vier Untergruppen

eingeteilt.
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4.1.1. Tiere und Tierhaltung

Fur die in-vivo-Experimente wurden ausgewachsene CD-1 Mause mit einem
Kdrpergewicht von 35+5g verwendet. Die Tierhaltung erfolgte im Institut fir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitdit des Saarlandes unter klimatisierten
Raumbedingungen (Lufttemperatur: 22—24°C, relative Luftfeuchtigkeit ca. 60%) bei
zwolfstiindigem Tag-Nacht-Rhythmus. Die Tiere wurden in Einzelkafigen gehalten
und erhielten Standarddiatfutter in Pelletform (Altromin 1320, Altromin, Lage,
Deutschland) sowie Wasser ad libitum.

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes nach Begutachtung durch die zustandige Tierschutzbeauftragte
und Genehmigung der Kreispolizeibehdrde durchgefiihrt (Ausnahmegenehmigung
nach 8§ 9 Abs. 1 Satz 2 TierSchG).

4.1.2. Operationsvorbereitung

Nach Bestimmung des Gewichts mit einer elektronischen Waage (TCM®, Hamburg,
Deutschland) wurden die Tiere mittels intraperitonealer Injektion narkotisiert. Hierzu
wurde ein Gemisch aus Ketamin (Ketanest®, Pfizer, New York, USA; 75mg/kg),
Xylazin (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Deutschland; 25mg/kg) und NaCl-Lésung
(Ecotainer® NaCl 0,9%, B. Braun Melsungen, Deutschland) injiziert. Die
Arzneimittel wurden dabei so verdinnt, dass die Dosierung 0,1ml Narkosemischung
pro Gramm Kdrpergewicht betrug.

Die Tiere wurden mit Zeigefinger und Daumen der einen Hand im Nackenbereich
fixiert, der Schwanz des Tieres wurde zwischen Ringfinger oder kleinem Finger und
Hypothenar festgehalten. So waren die Tiere gut fixiert und die Injektion der
Narkoselésung konnte mit der anderen Hand einfach durchgefihrt werden. Die
Injektionsstelle befand sich im Bereich des Unterbauchs der Tiere, ca. 5mm kranial
des Beckens. Durch Kopftieflage der Méause bei Injektion konnte der Darm nach
kranial verlagert werden und so eine versehentliche Darmperforation verhindert
werden. 2 bis 5 Minuten nach Injektion des Anésthetikums bewegten sich die Mause

nicht mehr und zeigten keine Reaktion auf Schmerzreize. Die Narkosedauer betrug
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in der Regel ungefahr 30—-45 Minuten. Kindigte sich wahrend der Operation ein
Erwachen des Tieres an, wurde in kleinen Dosen von 0,05-0,1ml Injektionslésung
nachdosiert.

Nach Narkotisierung der Tiere wurden zundchst die Augen der Mause durch
Augencreme (Bepanthen Augen- und Nasensalbe®, Roche, Basel, Schweiz)
bedeckt, um sie so vor Austrocknung zu schitzen. AnschlieBend wurde das Fell der
rechten Hinterbeine von der Behaarung befreit. Zuerst wurde ein elektrischer
Kurzhaartrimmer verwendet, mit dem ein Grof3teil der Behaarung entfernt werden
konnte. Danach wurden die Hinterbeine mit einem Einwegrasierer nass rasiert,
bevor schliel3lich eine Enthaarungscreme (elcamed® Creme, ASID BONZ GmbH,
Herrenberg, Deutschland) aufgetragen wurde, die nach einer Einwirkzeit von 3
Minuten mit warmem Wasser abgespllt wurde und so die letzten Haare entfernte.
Nach anschlieBender Reinigung des rechten Hinterbeines mit NaCl-Spullésung
wurde praoperativ. Schmerzmittel verabreicht. 0,05ml einer Injektionslésung aus
Carprofen (Rimadyl® Injektionsldsung 50mg/ml, Pfizer, New York, USA) und NaCl-
L6sung wurden subcutan in eine Nackenfalte injiziert. Hierflir wurden Rimadyl und

NaCl im Verhaltnis 1:10 gemischt.

4.1.3. Behandlung mit EPO

Mit der taglichen Injektion von EPO (NeoRecormon®, Roche) in NaCl-Losung bzw.
der reinen NaCl-Losung wurde bereits am Vortag der Operation begonnen. Dabei
wurden 2ml Lésung wie bereits beschrieben i.p. injiziert. Die Behandlung wurde bis
zur Totung der Tiere fortgefuhrt. Die in der Studienplanung festgelegte Tagesdosis
EPO betrug 500U/kg. Da alle Tiere ein Gewicht von 35+5g aufwiesen, wurde die
Tagesdosis aus Grinden der Durchfihrbarkeit fur alle Tiere auf 17,5U festgesetzt
(entsprechend 500U/kg/d bei 35q).

4.1.4. Defektmodell und Pin-Clip Fixierung

Das verwendete Modell beinhaltet einen Defekt der femoralen Diaphyse mit einer

Breite von 0,25mm. Die Stabilisierung des Femurs erfolgt nach dem Pin-Clip Prinzip
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(GARCIA et al., 2008a; GARCIA et al., 2008b). Dabei wird ein Marknagel (Pin) in
den Markraum des Femurs eingebracht und in der proximalen Spongiosa verankert,
um eine Flexionsstabilitdt zu erreichen. Um eine Rotationsstabilitéat zu gewahrleisten
und ein Auseinanderweichen der Fragmente zu verhindern, wird das Femur
zusatzlich mit einer Klammer (Clip) fixiert. Die beiden Schenkel der Klammer
werden dabei in Bohrlocher proximal und distal des Defektes eingefuihrt, die
orthogonal zur Langsachse des Knochens am Pin vorbei gebohrt werden. Ein
Abknicken der Klammerschenkel verhindert anschlieRend die Dislokation der

Klammer.

Abb. 1: Postoperatives Rontgenbild

Die Abbildung illustriert die Fixierung mittels Pin-Clip-Verfahren. Der Pin wird dabei von
distal (rechts) in den Markraum eingebracht und mit der Spitze proximal (links) in der

Spongiosa verankert.

4.1.5. Operationstechnik

Der Operationsbereich wurde mit OP-Tuchern ausgelegt. Tupfer und Wattestabchen
(Funk&Walter GmbH, Merchtweiler, Deutschland), antiseptische Lésung (Braunol®,
B. Braun) sowie NaCl-Spullésung (Ecotainer®NaCl 0,9% B. Braun) zur haufigen
Spulung des OP-Situs wurden verwendet.

Das Instrumentarium bestand aus einem feinen Nadelhalter und Pinzette, des

Weiteren einem Skalpell (Cutfix Einmalskalpell #15, B. Braun), einer Schere, einer
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gebogenen Klemme sowie einer gebogenen Pinzette. Aufl3erdem wurden ein
Seitenschneider sowie eine Gigli-Drahtsdge von 0,2mm Durchmesser (AO
Developement Institute, Davos, Schweiz) verwendet. Hinzu kamen ein elektrisch
betriebener Fréasbohrer (Proxxon®, Proxxon GmbH, Fdhren, Deutschland) sowie
Nahtmaterial (Seide, 6-0).

Auch wurden Kanulen verschiedenen Durchmessers (Sterican® Gr. 17 - G 24 x 1"/
@ 0,55 x 25mm - lila, Sterican® Gr. 20 - G 27 x 3/4" | @ 0,40 x 20mm — grau, B.
Braun) zur Operation verwendet. Alle eingesetzten Instrumente und Materialien
wurden vor Operationsbeginn mit alkoholischer Desinfektionslésung (Softasept® N,
B. Braun) desinfiziert. Bei der Operation wurden unsterile Handschuhe (Peha-soft®
Powderfree, Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland) sowie OP-
Oberbekleidung getragen.

Nach grundlicher Desinfektion des Beines wurde die Patella durch eine mediale, ca.
4mm lange Inzision der Haut mit dem Skalpell freigelegt. Anschlie3end wurde die
Patella mit Hilfe einer kleinen Inzision (2-3mm) der medialen Anteile des
Ligamentum patellae nach lateral luxiert und das Bein angewinkelt. Hierdurch wurde
die Fossa intercondylaris femoris freigelegt.

Mit einem Spiralbohrkopf von 0,5mm Durchmesser wurde ein Loch in die Kortikalis
der Facies patellaris gebohrt, mit Bohrrichtung in der femoralen Longitudinalachse.
Eine Kanule (G 24), zuvor am hinteren Ende mittels einer Zange abgeflacht, wurde
durch das Bohrloch in den Markraum eingefiihrt und durch leichten Druck mit der
Spitze in der proximalen Kortikalis verankert, wobei sich der abgeflachte Tell
senkrecht zwischen den Kondylen verkeilte. Der Uberstehende Teil der Kandile
wurde mit einem Seitenschneider abgeschnitten, die Patella in Extension des
Beines vor die Facies patellaris verlagert und das Ligamentum patellae locker mit
dem Ligamentum collaterale mediale durch eine Einzelknopfnaht vernaht, um eine
spatere Luxation zu verhindern. AnschlieRend wurde die Haut durch eine
fortlaufende Naht verschlossen.

Im nachsten Schritt erfolgte ein lateraler Zugang zum Femur. Die Haut wurde dabei
mit dem Skalpell auf einer Lange von ca. 2cm Uber der Diaphyse in Richtung der
Femurlangsachse inzisiert. AnschlieRend wurde die Faszie vorsichtig getffnet und

das Femur intermuskulér freiprapariert. Mit Hilfe des bereits verwendeten
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Spiralbohrkopfes wurden orthogonal zur Femurlangsachse proximal und distal des
Defektes zwei Locher mit einem Abstand von etwa 5mm am Marknagel vorbei durch
das Femur gebohrt. Die Klammer, die aus einer entsprechend verformten Kanile
(G 27) bestand, wurde durch die Ldcher gefuhrt und an den Enden mit dem
Seitenschneider umgeknickt, um eine spateres Herausrutschen zu vermeiden. Das
Femur wurde darauf hin in der Schaftmitte mittels der Gigli-Drahtsdge um den
Marknagel herum durchgeséagt, wobei ein Defekt von 0,25mm entstand. Eine
Dislokation der Fragmente wurde dabei durch das bereits in situ befindliche
Osteosythesematerial verhindert. AnschlieRend wurden erst Muskeln, dann Haut mit

fortlaufenden Nahten verschlossen.

4.1.6. Postoperatives Vorgehen

Nach Beendigung der Operation wurden die Tiere in einen Einzelkafig gelegt und
mit einer Infrarotlampe bestrahlt um ein Auskihlen zu verhindern.

Erst nachdem die Tiere unter Infrarotbestrahlung wieder erwacht waren, wurden sie
vom OP-Bereich in den Quaranténebereich des Instituts fur Klinisch-Experimentelle
Chirurgie der Universitat des Saarlandes transportiert. Die operierten Beine konnten
sofort nach der Operation voll belastet werden.

Nach 24 und 48h wurden den operierten Mausen jeweils 0,05ml einer
Injektionslésung mit Rimadyl s.c. zur Analgesierung in die Nackenfalte injiziert. Die

Operationsnarbe sowie der Allgemeinzustand der Tiere wurden téglich tberprift.

4.2. Auswertung

4.2.1. Hamatologische Analyse

Nach Ablauf des gruppenspezifischen Analysezeitraums wurden die Tiere durch
eine Uberdosis Narkosemittel getotet. Den Tieren wurde zuvor aus der
freipraparierten Vena cava inferior Blut zur weiteren Analyse entnommen. Dies
geschah mit Hilfe einer Kantile (Sterican® Gr. 17 — G 24 x 1"/ & 0,55 x 25mm — lila,

B. Braun) und einer heparinisierten Spritze (Omnifix® 100 SOLO 1ml Insulinspritze,

21



Material und Methoden

B. Braun). Die Blutproben wurden sofort im Anschluss durch ein Hamatologiesystem
analysiert (COULTER® AcT diff™, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Das
Blut wurde dabei auf Erythrozytenzahl [x10%ul], Hamoglobinkonzentration [g/dl] und

Hamatokrit [%] untersucht.

4.2.2. Radiologische Analyse

Nach Ablauf der Beobachtungsdauer von zwei bzw. finf Wochen wurden die Tiere
mit der bereits verwendeten Narkosemischung betaubt und geréntgt. Aufgenommen
wurden dabei die osteotomierten Femora in ventro-dorsalem Strahlengang
(Aufnahmespannung 60kV multipuls, Belichtungszeit 0,1s) mit einem zahnarztlichen
Intraoralrdntgengerét (Heliodent DS®, Sirona Dental Systems GmbH, Bensheim,
Deutschland). Die Aufnahmen wurden nach der Entwicklung zur weiteren
Auswertung digitalisiert.

Die Auswertung der Rontgenaufnahmen nach Ablauf des jeweiligen
Analysezeitraums beruhte auf einem vor Beginn der Studie festgelegten
Auswertungsbogen. Hierbei wurden verschiedene Parameter des Knochens im

Frakturbereich bewertet:

Kallusdurchmesser
Femurdurchmesser

3. Knochendichte (KD) des dorsalen Kallus (bei ausbleibender Kallusbildung,
Dichte des Frakturspalts)
Knochendichte der Spongiosa im Bereich des Tibiakopfes
Vergabe eines Punktwertes fur die Frakturheilung nach Goldberg
(GOLDBERG et al., 1985)

Die Auswertung der Rontgenaufnahmen erfolgte unter Verwendung des
Grafikanalyseprogramms Image J (ImageJ Analysis System, National Institutes of
Health, Bethesda, USA).

Der Kallusdurchmesser wurde in Relation zum Feumurdurchmesser angegeben, die

Dichte des Kallus in Relation zur Spongiosadichte des Tibiakopfes. Fiur Falle, in
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denen sich kein Kallus bildete, wurde fir den Quotienten aus Kallusdurchmesser
und Femurdurchmesser ein Wert von 1 festgelegt.

Die Bestimmung eines Punktwertes fir die Heilung des Knochens im Rdntgenbild
beruhte auf der subjektiven Einschatzung des Auswerters nach einem etablierten
Schema: 0 = keine Heilung, 1 = mogliche Heilung, 2 = kndcherne Heilung
(GOLDBERG et al., 1985).

4.2.3. Praparation der Knochen

Unmittelbar nach dem Tod der Tiere wurden beide Femora zur weiteren Analyse
entnommen. Hierzu wurden die Femora im Hiftgelenk sowie im Kniegelenk
exartikuliert und aus den Kadavern entfernt. Bei vorsichtigem Vorgehen unter
Bewahrung der Integritit des Frakturbereichs wurden die umgebenden
Weichteilreste vorsichtig reseziert.

Nach Abschluss der Praparation wurde zunachst die Klammer durchtrennt und aus
dem Knochen entfernt, anschlieRend der Pin mit einer Zange aus dem distalen
Femur gezogen.

Zur Durchfihrung der Western-Blot-Analyse wurde das Gewebe des Kallus
entnommen, in Plastiktiten in flissigem Stickstoff (-196C) eingefroren und
anschlielend bei -80C aufbewahrt. Die Ubrigen Knochen wurden der

biomechanischen Analyse zugefiihrt.

4.2.4. Biomechanische Analyse

Nach Ausbau und Praparation der rechten sowie der linken Oberschenkelknochen
wurden diese direkt anschlielBend biomechanisch untersucht. Vor Beginn der
Testung wurden die Bestandteile des Marknagels und der Klammer sorgfaltig
entfernt, ohne die Strukturen des Knochens in der Frakturzone zu beschadigen.
Jedes Femur (rechtes und linkes) wurde einem 3-Punkt-Biegungstest unterzogen.
Diese Untersuchung wurde mittels einer Materialtestungsmaschine (Zwick,
Ulm/Deutschland) durchgefuhrt.
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Die Knochen wurden hierzu auf eine Unterlage der Maschine platziert, die zentral
eine Lucke von 6mm aufwies. Die Femora wurden so auf der Unterlage angebracht,
dass sich der mittig diaphyséar gelegene Frakturbereich genau in der Mitte dieser
Lucke befand.

Auf diese Stelle wurde dann von oben mittels eines in vertikaler Richtung

beweglichen Stempels eine Kraft auf die Knochen ausgetibt [Abb. 2].

Abb. 2: 3-Punkt-Biegungstest

Darstellung der Testmaschine. Der linke Pfeil zeigt auf den
Kraftstempel. Der rechte Pfeil deutet auf die Licke der

Auflage, die vom Femurknochen tberbrtckt wird.

Der Kraftstempel senkte sich mit einer Geschwindigkeit von 1mm/s auf den
Knochen ab, wobei er an der vorderen Femuroberflache ansetzte, so dass die
hintere Femuroberflache unter Spannung geriet.

Das Testungsgeréat registrierte hierbei die fir die Verformung der Knochen
aufzuwendende Kraft.
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Wahrend der gesamten Zeit zwischen Ausbau und Testung wurden die Knochen mit
NaCl-Spullésung feucht gehalten, um eine mdgliche Verfalschung der Werte durch
Austrocknung der Knochen zu verhindern.

Die Messung erfolgte zerstorungsfrei unter Bestimmung der Steifigkeit. Diese wurde
definiert als die erste lineare Steigung auf der ermittelten Kraft-Deformationskurve.
Die Messung wurde nach erreichen eines linearen Verlaufs der Kurve abgebrochen.
Die Steifigkeit jedes Knochenpaares wurde auf diese Weise bestimmt.
AnschlieBend wurde fir jedes Paar der Wert fur den rechten Oberschenkel in
Verhéltnis zum Steifigkeitswert des linken Oberschenkels gesetzt, um so den

interindividuellen Unterschieden der Knochensteifigkeit gerecht zu werden.

4.2.5. Histomorphometrische Analyse

Zur histologischen Untersuchung wurden die rechten Oberschenkelknochen aller
Tiere unmittelbar nach der mechanischen Knochentestung zunachst fur 24 Stunden
in Zinklésung fixiert. AnschlieBend wurden sie fur 4 Wochen in 10%igem
Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA) zur Entkalkung gelagert. Dies erfolgte bei
4°C Umgebungstemperatur.

Die entkalkten Knochen wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils eine
Stunde mit 70%, 80%, 90%, sowie viermal eine Stunde mit 100% Alkohol)
entwassert. Im Anschluss wurden die Proben dreimal fir jeweils eine Stunde mit
Xylol behandelt, um das Gewebe paraffingdngig zu machen. AbschlieRend wurden
die Proben uber den Zeitraum von einer Stunde in heil3em Paraffin eingebettet.

Im weiteren Verlauf wurden 5um dicke zentrale Schnittprdparate im Bereich des
maximalen Kallusdurchmessers in longitudinaler Schnittfihrung angefertigt
(Kryostat Leica CM 1900, Nussloch, Deutschland), 30min getrocknet und nach der
Masson-Goldner-Methode gefarbt. Diese Farbung ist fur die Darstellung von
Knorpel und Knochen gut geeignet (HOROBIN, 2002) und findet in zahlreichen
Studien zu Frakturheilung und Knochenmetabolismus Verwendung (SCHWARZ et
al., 2007; KAIVOSOJA et al., 2008; KOCH et al., 2008).

Zur Farbung wurden die Proben zunachst 1-2min in Weigert's Eisenhamatoxylin

gefarbt, 10-15min unter flieRendem Wasser gespllt und anschlieBend weitere 5-
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7min in Ponceau-Séaurefuchsin-Azophloxin gefarbt. Nach Spilung mit 1%
Essigsaure erfolgte die Behandlung mit Molybdatophosphorséure-Orange bzw.
Wolframatophosphorsaure-Orange bis zur volligen Entfarbung des Bindegewebes.
Nach erneuter Spiilung mit 1% Essigsaure wurden die Préparate mit Lichtgran fur
funf Minuten gegengefarbt und abschlieRend mit 1% Essigsaure fur 5 Minuten
ausgewaschen sowie in Isopropanol entwassert.

Zur Auswertung der Praparate wurden die histologischen Schnitte unter 1,25-facher
VergroRerung (Olympus BX60 Microscope, Olympus, Tokio, Japan) digitalisiert
(Zeiss Axio Cam and Axio Vision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und mit
Hilfe eines Bildauswertungsprogramms analysiert (ImageJ Analysis System).

Folgende Parameter wurden bewertet [Abb. 3]:

Durchmesser Kallus [mm]
Durchmesser Femur [mm]
Kallusflache gesamt [mm?]
Flache des kndchernen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]
Flache des knorpeligen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]

Flache des bindegewebigen Anteils des Kallus [mm?]

N o o bk~ 0w DR

Punktwert fur Heilung (ventraler und dorsaler Spalt max. je 2 Punkte, 0 =
keine Heilung, 1 = knorpelige/bindegewebige Heilung, 2 = knochige Heilung)
nach Garcia (GARCIA et al., 2008b)
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4/
4

y

Abb. 3: Schematische Darstellung der Auswertungsparameter
1 = Kortikalis, 2 = Markhéhle, 3 = periostale Kallusflache, 4 = endostale Kallusflache,

5 = Femurdurchmesser, 6 = Kallusdurchmesser

Als Zielwerte wurden geméanR den Empfehlungen der American Society of Bone and
Mineral Research (ASBMR) (PARFITT et al., 1987) folgende Parameter berechnet:

Kallusflache / Femurdurchmesser [mm]
Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser [%)]
Knocherne Kallusflache / gesamte Kallusflache [%]

Knorpelige Kallusflache / gesamte Kallusflache [%]

o~ DN

Bindegewebige Kallusflache / gesamte Kallusflache [%]

4.2.6. Immunhistologische Analyse

Die fur die Immunhistologie bestimmten Schnittpréparate wurden direkt nach dem
Schneiden in Aceton fixiert (4C, 5s) und 30min bei Raumtemperatur getrocknet.

Anschliessend wurden sie in 4%igem Formalin fixiert (RT, 5min) und mit Aqua
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destillata gespult. Die endogene Peroxidase der Proben wurde durch Inkubation in
0,3% H,O, geblockt (RT, 30min). Nach erneuter Spulung mit Aqua destillata und
PBS wurden die Schnitte gefarbt. Hierzu wurden 75ul des 1:25 PBS verdunnten
Primarantikbpers (Rat-anti-mouse CD31, BD, Heidelberg, Deutschland) auf die
einzelnen Schnitte aufgebracht. Fir die Negativkontrolle wurde reines PBS
aufgetragen. Die Schnitte wurden mit einem Deckglas abgedeckt und 12h bei RT in
einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Entfernung des Deckglases wurden die
Schnitte 2x5min  in  PBS gespllt. 1004l des 1:100 PBS verdinnten
Sekundarantikorpers (Goat-anti-rat-lgG-HRP, Dianova, Hamburg, Deutschland)
wurden auf die Schnitte aufgebracht und 30min bei RT in feuchter Kammer
inkubiert. Nach Entfernung des Deckglases wurden die Schnitte erneut 2x5min in
PBS gespiilt. 100ul DAB-Reagenz (1 Tablette S 3000, Dako, Glostrup, Danemark)
wurde auf die Schnitte aufgetragen und 5min in feuchter Kammer bei RT inkubiert.
Nach 5min Spilung in Agqua destillata wurden die Proben durch finfmaliges
Eintauchen in Hamalaun nach Meyer gefarbt und erneut gespiilt. Die Schnitte
wurden je 3min in einer aufsteigenden Alkoholreihe (bis 70% Ethanol) und dreimalig
in Xylol getaucht und abschlieRend eingedeckt.

Zur Quantifizierung der Angiogenese wurden die Schnitte lichtmikroskopisch
evaluiert und ausgewertet (Olympus BX60 Microscope; Zeiss Axio Cam and Axio
Vision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland; ImageJ). Dabei wurden der
endostale, d.h. im Innern des Femurs liegende Teil sowie der zentrale, in der Néhe
des Frakturspalts befindliche vom periostalen Kallus unterschieden [Abb. 3]. Hierzu
wurden bei maximaler VergréRerung Aufnahmen der verschiedenen Bereiche
angefertigt und innerhalb dieser HPF (high power fields) die Anzahl der angefarbten

Strukturen ausgezahilt.

4.2.7. Western-Blot-Analyse

Das Western- oder Immunoblotting dient als quantitative Messmethode der
Ermittlung von Proteinexpressionen in entsprechenden Gewebeproben. Hierbei
werden die extrahierten Proteine zunachst in einer vertikalen Gelmatrix mit Hilfe

eines elektrischen Feldes aufgetrennt. Im Anschluss werden die resultierenden
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Proteinbanden in einer zweiten horizontalen Elektrophorese vom Gel auf eine
proteinbindende Membran transferiert. Die spezifischen Targetproteine werden
durch eine Farbung mit Enzym-konjugierten Antikorpern markiert und die Starke der
Proteinexpression Uber eine lichtemittierende Enzym-Substrat-Reaktion auf einem
Rontgenfilm detektiert. Die gewonnenen Proteinextrakte werden auf eine identische
Proteinkonzentration eingestellt, um die Proteinexpression verschiedener Proben
bei gleicher Beladung der Geltaschen und gleichmaiigem Gel-Membran-Transfer
gquantitativ zu vergleichen. Die Absicherung der Quantifizierbarkeit wird durch das
~Mitflhren“ eines ubiquitar konstitutiv exprimierten Proteins (in der Regel B-Actin)
gewahrleistet. Entsprechend muss dieses Protein in allen zu vergleichenden
Ansatzen die gleiche Expressionsstarke aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Proliferationsmarkers PCNA
sowie des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NFkB mittels Western-Blot-
Analyse nach zweiwdchiger Frakturheilung quantifiziert. Vor Tétung der Tiere wurde
hierzu der Weichteilmantel um die Femur-Diaphyse unter Narkose reseziert und der
Kallus explantiert. Die so gewonnenen Proben wurden sofort in flissigem Stickstoff
(T<-196C) eingefroren und bis zur weiteren Auswert ung bei -80T kryokonserviert.
Entsprechend bestanden die Kallusproben aus Knochen, Knorpel und
Bindegewebe. Auf eine Analyse der Expression nach funfwdchiger Frakturheilung
wurde verzichtet, da in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass in dieser Phase
der Frakturheilung keine relevante Expression der entsprechenden Proteine
stattfindet (HOLSTEIN et al., 2007) und der Kallus zu diesem Zeitpunkt bereits
komplett aus Knochen bestand.

Die kryokonservierten Proben wurden zundchst mit je 150ul vorgekuhltem Lyse-
Puffer, einem Proteaseinhibitor-Cocktail (1:75; Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
und 100mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 1:500) im Handhomogenisator
homogenisiert. Danach wurden die Proben fir 30min auf Eis inkubiert und flr
weitere 30min mit 13000U/min (16000 x g) bei 4T ze ntrifugiert (Biofuge Fresco,
Kendro, Hanau, Deutschland). AbschlieRend wurden die Uberstande abpippetiert

und Aliquots der gewonnenen Proteinextrakte bei -20C kryokonserviert.
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Die aus der Proteinextraktion gewonnenen Proben wurden mit destilliertem Wasser
auf 1:10 verdiinnt. Unmittelbar vor der Protein-Bestimmung (Methode nach Lowry)

wurde folgende Messlésung angesetzt:

- 5ml Reagenz A: 10g Na,CO3/500ml 0,1 M NaOH (Carl Roth GmbH & Co,

Karlsruhe, Deutschland)

- 100pl Reagenz B: 0,59 KNa-Tartrat, 0,25g Cu-Sulfat x 5 H20/50ml Aqua destillata
(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Zu 250ul dieser Losung wurden je 50ul der verdinnten Extrakte zugesetzt und
10sec gemischt (Vortex, Heidolph Reax Top, Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland). Im Anschluss wurden die Proben fir 10min bei Raumtemperatur
inkubiert und mit 25ul verdiinntem Folin (1:2 Aqua destillata) vermischt (Vortex).
Nach 30-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption des
entstandenen Farbkomplexes bei einer Wellenlange von 595nm gegen Aqua
destillata photometrisch gemessen (GeneQuant pro, Amersham Biosciences,
Freiburg, Deutschland). Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer Bovine
Serum Albumin (BSA)-Standardkurve ermittelt. Fir jedes Proteinextrakt wurde eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Extrakte wurden auf gleiche Proteingehalte
(15pg/15pl) eingestellt und mit Laemmli-Puffer (Sigma) 2x5min im kochenden
Wasserbad denaturiert.

Die Western-Blot-Analysen  wurden als eindimensionale SDS-Polyacryl-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter diskontinuierlichen Bedingungen nach
Laemmli (LAEMMLI, 1970) mit einer Acrylamidkonzentration von 5% im Sammelgel
und einer Acrylamidkonzentration von 10% im Trenngel durchgefiihrt (30%
Acrylamid / Bis Solution, 29:1, BioRad, Miunchen, Deutschland).

Die Gele wurden in einer vertikalen Flachapparatur mit Gie3stand fur Minigele (Mini-
Protean Il, BioRad) nach Anleitung des Herstellers gegossen. Damit eine Hemmung
der Polymerisation an der Geloberflache durch Sauerstoff verhindert wird und die
Ausbildung einer glatten Trennflache zwischen Trenn- und Sammelgel gegeben ist,

wurde nach dem Einfillen der Trenngellosung etwa 200pl Isopropanol (Roth)
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ubergeschichtet. Nachdem das Gel eine Stunde polymerisiert und der Alkohol
entfernt wurde, wurde das Sammelgel in die Elektrophoreseapparatur gegossen.
Unmittelbar im Anschluss wurden die entsprechenden Geltaschen, die ein
maximales Beladungsvolumen von 15ul zulassen, mit einem Teflonkamm (15
Zahne, 4mm x 1cm x 0,75mm, BioRad) gesetzt. Nach einer Stunde Polymerisierung
wurden 15ul der Proben in die Geltaschen aufgetragen. Im weiteren Verlauf wurde
in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Protean Il, BioRad) die Trennung
der Proteine entsprechend ihrer MolekilgroRe durchgefiihrt. Um die erforderliche
Niederspannung zu gewéhrleisten, wurde ein spezielles Netzgeréat fur stabilisierten
Gleichstrom (Power Pac, BioRad) verwendet. Hierbei wurde eine anfangliche
Spannung von 100V angelegt, um die Proteine im Sammelgel zu konzentrieren.
Diese wurde nach 15min auf 140V fir etwa 1 Stunde zur Passage des Trenngels
erhoht. Nachdem die ,blaue Lauffront® der Bromphenolblau-Bande des Sample
Buffers das untere Gelende erreicht hatte, wurde die Auftrennung der Proteine
beendet. Im Anschluss wurden die Gele aus der Kammer genommen und in einem
Transferpufferbad fur das weitere Membranblotting aquilibriert.

Zur Durchfiihrung des so genannten Tankblottings im Rahmen des horizontalen
Proteintransfers wurde eine Mini-Trans-Blotkammer (BioRad) verwendet. Um
Oberflachenladungen auszugleichen, wurde die PVDF-Membran (0,2um
PorengrofRe, BioRad) fir 20 Sekunden in Methanol (Roth) gebadet und sofort mit
destilliertem Wasser abgespilt. AnschlieBend erfolgte eine 10-minltige
Aquilibrierung in Transferpuffer (12mM TRIS Base, 96mM Glycin in destilliertem
Wasser). Fir den Blotsandwich wurden die aquilibrierte PVDF-Membran und das
Gel luftblasenfrei zwischen zwei Transferpuffer-getrankte Schwamme mit
entsprechendem Filterpapier (Whatman, Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland)
in die Blotkassette eingelegt. Die verschlossene Sandwichkassette wurde so in der
Blotkammer ausgerichtet, dass der Stromfluss einen Proteintransfer vom Gel zur
Membran gewahrleistete. Zur Beibehaltung einer gleichmaRig niedrigen Temperatur
wurden ein so genannter Eis-Spacer und ein Magnetrihrer verwendet. Nach
Auffillung der Blotkammer mit Transferpuffer wurde Uber 2 Stunden ein
stabilisierender Gleichstrom (Anfangsstromstarke 800mA / 2 Gele) bei konstanter

Spannung (50V) angelegt. Die proteinbeladene Membran wurde tGber Nacht in TBS-
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T-Puffer (1,5mM TRIS Base pH 7,5, 1% NaCl, 0,01% Tween 20 (Roth) in
destilliertem Wasser) bei 4C zur weiteren Bearbeit ung aufbewahrt.

Die Detektion der Targetproteine erfolgte Uber eine spezifische Antikdrperfarbung
der membrantransferierten Proteine. Alle Handhabungen zur Antikdrperfarbung der
Membranen wurden auf einem Horizontalschttler (Heidolph Polymax 1040, Fisher
Scientific, Hampton, USA) durchgefiihrt. Die Uber Nacht in TBS-T aufbewahrten
Membranen wurden vor der Saturierung noch dreimal mit TBS-T gewaschen. Die
Membran wurde in finfprozentiger 54 Ldsung aus Milchpulver (Blotting Grade
Blocker non-fat dry milk, BioRad) und TBS-T fir 30 Minuten inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach drei weiteren Waschschritten mit
TBS-T wurden die entsprechenden Primarantikbrper far 180 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T erfolgte die Sekundarantikorper-
Inkubation (1:5000) mit HRP-konjugiertem Schaf-anti-Maus-lgG (Dako) bzw. Esel-
anti-Kaninchen-IgG  (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland). Die
Membranen wurden nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur finfmal in
TBS-T gewaschen und anschlieRend einer Chemilumineszenzreaktion unterzogen
(ECL Western Blotting Analysis System, Amersham Biosciences).

Die entsprechenden Signale der behandelten Membranen wurden durch Exposition
von Rontgenfilmen (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) visualisiert. Als interner
Standard wurde zur Kontrolle der Proteinbeladung und des Proteintransfers der
monoklonale B-Actin-Antikérper Klon AC-15 (Sigma) verwendet. Als eines der
hdchst-konservierten eukaryotischen Proteine mit konstanter intrazellularer
Verteilung eignet sich B-Actin als Proteinkonzentrationsstandard. Konsekutiv wurde
die densitometrisch ermittelte optische Dichte auf gleiche B-Actin-Konzentrationen
korrigiert.

Die Rontgenfilme wurden mit einem Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc, BioRad)
und einem entsprechenden Quantifizierungsprogramm (Quantity One-Gel Doc,

BioRad) ausgewertet.
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4.2.8. Durchflusszytometrische Analyse

Materialien und Reagenzien

- PBS ohne Mg und Ca

- Pharm Lyse (BD Biosciences)

- FACS-Puffer (FP): 500ml PBS + 25ml gefiltertes FCS + 2,5gr BSA

- Antikorper: Rat anti Mouse VEGF-R2-PE (BD Biosciences)
Rat anti Mouse sca-1-FITC (BD Biosciences)
Rat anti Mouse CD117-FITC (BD Biosciences)

- Isotypkontrollen: PE-Rat IgG2ak Isotype Control (BD Biosciences)
FITC-Rat IgG2ak Isotype Control (BD Biosciences)
FITC-Rat IgG2bk Isotype Control (BD Biosciences)

- Fc-Block: Rat anti Mouse CD16/CD32 (BD Biosciences)

- Cell Fix (BD Biosciences)

Fur die Durchflusszytometrie wurde den Versuchstieren am Versuchsende nach 2
Wochen in Narkose mittels einer heparinisierten Kanile (Sterican® Gr. 17 - G 24 x
1"/ @ 0,55 x 25mm - lila) ca. 500ul Vollblut (VB) enthommen. Das VB wurde
daraufhin mit 3ml Pharm Lyse bei RT fir 15min inkubiert und 4min zentrifugiert
(1600U/min, Biofuge Fresco, Kendro). Nach Zugabe von 3ml FP wurde erneut
zentrifugiert (4min, 1600U/min) und die Pellets mit FP mit 200ul resuspendiert.
Jeweils 200ul Zellsuspension wurde mit 6ul Fe-Block fir 10min bei 4T inkubiert.
Jeweils 50ul Zellsuspension wurde in einem neuen Reaktionsgefald mit den
entsprechenden Antikdrpern gefarbt:

- 2ul VEGF-R2-PE + 2ul sca-1-FITC

- 2ul Rat IgG2ak-PE + 2ul Rat IgG2ak-FITC

- 2ul CD117-FITC

- 2ul Rat IgG2bk-FITC

Die gefarbten Suspensionen wurden fir 40min bei 4C inkubiert und anschliessend
mit 1ml FP in der Zentrifuge gewaschen (4min, 1600 U/min) und die Pellets mit

0,5ml Cell Fix resuspendiert.

33



Material und Methoden

Die Messung und Auswertung der Proben erfolgte mittels der Software CellQuest®
(BD). Dabei wurden bei den Analysen jeweils 10.000 Zellen gezahlt. Das
Durchflusszytometer (BD FACScan) verfugt tdber einen Argon-Laser mit einer

Anregungswellenlange von 488nm.

4.2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten und ihre graphische Darstellung
erfolgte mit Hilfe einer Statistiksoftware. Zur Durchfiihrung des t-Tests wurde Prism
4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) verwendet, sofern eine Normalverteilung
vorlag (normality test alpha = 0.05) (CASSIDY, 2005). Die einzige Ausnahme
hiervon bildete das radiologische Verhdltnis zwischen Kallus- und
Femurdurchmesser, bei dem keine Normalverteilung vorlag. Hier wurde ein Chi-
Quadrat-Test verwendet. Flr das histologische Scoring wurde der Mann-Whitney

Rangsummentest angewendet (SigmaStat, Systat Software, San Jose, USA).

In den graphischen Darstellungen werden die folgenden Signifikanzniveaus

unterschieden:

Keine Kennzeichnung: nicht signifikant (p>0.05)

* signifikant (p<0.05)

*x hoch signifikant (p<0.01)
rrk hdchst signifikant (p<0.001)
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5. Ergebnisse

5.1. Hamatologische Analyse

Im Blut der Tiere wurden Erythrozytenzahl [x10°%/pl], Hamoglobinkonzentration [g/dl]
und Hamatokrit [%] untersucht und verglichen. Nach 2 Wochen waren alle
Parameter bei den mit EPO behandelten Tieren signifikant erhéht (Erythrozytenzahl
[x10%ul] EPO MW 11.3 + SEM 0.3 vs. Kontrolle 7.4 + 0.1, p<0.0001;
Hamoglobinkonzentration [g/dl]] MW 19.0 + SEM 0.4 vs. 12.9 = 0.2, p<0.0001;
Hamatokrit [%] MW 62.8 £+ SEM 1.5 vs. 42.6 £ 1.7, p<0.0001 [Tab. 2].

Auch nach 5 Wochen zeigte die Versuchsgruppe eine Erhéhung der untersuchten
Parameter (Erythrozytenzahl [x10%pl] EPO MW 11.6 + SEM 0.4 vs. Kontrolle 7.8 +
0.2, p<0.0001; Hamoglobinkonzentration [g/dl] MW 20.7 £ SEM 0.9 vs. 13.0 £ 0.6,
p<0.0001; Hamatokrit [%] MW 56.7 + SEM 1.0 vs. 39.5 + 0.6, p<0.0001) [Tab. 2].

Erythrozyten Hamoglobin Hamatokrit
Gruppe Untersuchungszeitpunkt [x10 6/pl] [o/dl] [%0]
(MW £ SEM) (MW £ SEM) (MW £ SEM)

Kontrolle 2 Wochen 7.4+0.1 12.9+0.2 426 +1.7
5 Wochen 7.8+0.2 13.0+0.6 39.5+0.6

EPO 2 Wochen 11.3+0.37 19.0+0.47 628+15"

5 Wochen 11.6+0.47 20.7+0.97 56.7+1.0"

Tab. 2: Hamatologie
Zu Dbeiden Untersuchungszeitpunkten wiesen die Versuchstiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikant erhéhte Erythrozytenkonzentration, Hamoglobinkonzentration

und erhdhten Hamatokritwert auf (***: p<0.0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe)
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5.2. Radiologische Analyse

5.2.1. Durchmesser des periostalen Kallus

Zur Beurteilung der GroRRe des periostalen Kallus wurde der Kallusdurchmesser in
Relation zum Femurdurchmesser gesetzt. Nach 2 Wochen (A) war bei der
Kontrollgruppe keine Kallusbildung nachzuweisen, der Durchmesser des
réntgendichten Gewebes Uber dem Frakturspalt entsprach dem des Femur (MW
100.0 £+ SEM 0.0%). Die mit EPO behandelten Tiere zeigten hingegen eine
deutliche Kallusbildung (MW 161.1 + SEM 7.7% des Femurdurchmessers,
p<0.0001) [Abb. 4]. Nach 5 Wochen (B) war kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachweisbar.
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Abb. 4: Radiologie: Kallusdurchmesser

Die EPO-Gruppe zeigte nach 2 Wochen (A) radiologisch einen signifikant hdheren
Durchmesser des periostalen Kallus (EPO MW 161.1 + SEM 7.7% des Femurdurchmessers
vs. Kontrolle 100.0 £ 0.0%). Nach 5 Wochen (B) zeigte sich kein Unterschied zwischen den
Kallusdurchmessern der beiden Gruppen (140.1 + 3.4% vs. 131.1 + 7.7%, p=0.3, ***
p<0.0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe).
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5.2.2. Kallusdichte

Zur Dichtebestimmung des Kallus wurde der Grauwert im Rontgenbild gemessen.
Um die Verfalschung durch unterschiedlich entwickelte Bilder und interindividuelle
Varianzen der Knochendichte zu minimieren, wurden die ermittelten Werte mit
denen des Spongiosaknochens im Tibiakopf verglichen.

Nach 2 Wochen (A) zeigte sich bei der EPO-Gruppe eine erhdhte Dichte des
periostalen Kallus (EPO MW 161.1 + SEM 2.9% vs. Kontrolle 122.4 + 5.4% der
Spongiosadichte, p<0.0001) [Abb. 5 und 7]. Auch nach 5 Wochen (B) war noch eine
erhdhte Kallusdichte nachzuweisen (140.3 + 3.4% vs. 126.2 £ 4.6%; p<0.05).
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Abb. 5: Radiologie: Kallusdichte

Der periostale Kallus zeigte sich in der radiologischen Analyse nach 2 Wochen (A) in der
EPO-Gruppe nachweislich dichter als in der Kontrollgruppe (EPO MW 161.1 + SEM 2.9% vs.
Kontrolle 122.4 + 5.4% der Spongiosadichte). Auch nach 5 Wochen (B) wies die
Versuchsgruppe eine hohere Kallusdichte auf (140.3 + 3.4% vs. 126.2 + 4.6%; ***: p<0.0001
im Vergleich zur Kontrollgruppe; *: p<0.05).
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5.2.3. Radiologisches Scoring

Die osteotomierten Femora wurden im Rontgenbild beurteilt und nach dem
Goldberg-Score bewertet. Hierbei zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (nach 2 Wochen (A) EPO MW 1.0 +
SEM 0.2 vs. Kontrolle 0.6 £ 0.2, n.s. [Abb. 6]; nach 5 Wochen (B) 1.0 £ 0.2 vs. 0.7

0.2, n.s.).

A B
2+ 2+
o o
o o
[5) [5)
)] )]
S 1- S 1-
IS IS T
3 [ 3
O O

Kontrolle (n=12) EPO (n=12) Kontrolle (n=12) EPO (n=12)
2 Wochen 5 Wochen

Abb. 6: Radiologie: Goldberg-Score
Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen im radiologischen Scoring erwies sich als

nicht signifikant (nach 2 Wochen (A) EPO MW 1.0 + SEM 0.2 vs. Kontrolle 0.6 + 0.2, n.s.;
nach 5 Wochen (B) 1.0 £ 0.2 vs. 0.7 £ 0.2, n.s.).

Abb. 7: Radiologie: Kallusbildung

Das Rontgenbild A zeigt das Femur eines Tieres ohne EPO-Behandlung 2 Wochen nach
Osteotomie. Der Frakturspalt ist deutlich zu sehen, eine Kallusbildung ist nicht erkennbar.
Die Aufnahme B zeigt das Femur eines Tieres, das uber den Zeitraum von 2 Wochen EPO

erhielt. Die Bildung eines Kallus ist hier deutlich erkennbar.
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5.3. Biomechanische Analyse

5.3.1. Steifigkeit

Die Steifigkeit [N/mm] der osteotomierten Femora wurde mit dem kontralateralen
Femur verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikant hohere Steifigkeit der mit EPO
behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (nach 2 Wochen (A) EPO MW
42.2 £+ SEM 6.7% vs. Kontrolle 3.4 £+ 0.8%, p<0.0001 [Abb. 8]; nach 5 Wochen (B)
57.4 £ 10.0% vs. 32.2 + 4.8%, p<0.05).
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Abb. 8: Biomechanik: Steifigkeit

Die EPO-Gruppe zeigte bei der 3-Punkt-Biegung eine signifikant erhdhte Steifigkeit der
osteotomierten Femora im Vergleich zur Kontrollgruppe (nach 2 Wochen (A) EPO MW 42.2
+ SEM 6.7% vs. Kontrolle 3.4 + 0.8, p<0.0001; nach 5 Wochen (B) 57.4 + 10.0% vs. 32.2 £
4.8%, p<0.05; ***; p<0.0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe; *: p<0.05).
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5.4. Histomorphometrische Analyse

5.4.1. Heilungsrate

Anhand der histologischen Préaparate wurde zunachst beurteilt, ob die Femora
vollstandig geheilt waren. Als Kriterium fur eine vollstdndige Knochenheilung wurde
eine knocherne Uberbriickung des Frakturspaltes auf beiden Seiten festgelegt.
Nach 2 Wochen waren 2/8 Femora der mit EPO behandelten Tiere geheilt im
Gegensatz zu 0/8 in der Kontrollgruppe. Nach 5 Wochen lag bei allen (8/8) Tieren
der EPO-Gruppe eine vollstdndige Heilung vor, in der Kontrollgruppe jedoch nur bei
der Halfte (4/8) der Tiere (p<0.05 im Chi-Quadrat-Test).

5.4.2. Grol3e des periostalen Kallus

Zur Beurteilung der GroRe des periostalen Kallus wurde der Durchmesser in
Relation zum Femurdurchmesser des Tieres gesetzt. Es zeigte sich jedoch zu
keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen EPO-Gruppe
und Kontrollgruppe (nach 2 Wochen (A) EPO MW 231.7 + SEM 17.1% vs. Kontrolle
224.5 +9.3%, n.s.; nach 5 Wochen (B) 180.4 + 2.6% vs. 180.1 + 8.3%, n.s. [Abb.9]).
Bei der Kallusflache im histologischen Schnitt in Relation zum Femurdurchmesser
war ebenfalls kein Unterschied zwischen EPO-Gruppe und Kontrollgruppe
festzustellen (nach 2 Wochen (A) EPO MW 3.8 + SEM 0.5mm vs. Kontrolle 2.9 +
0.4mm, n.s.; hach 5 Wochen (B) 2.1 + 0.1mm vs. 2.5 + 0.5mm, n.s. [Abb.10]).
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Abb. 9: Histologie: Kallusdurchmesser

Die Histologische Auswertung zeigte nach 2 Wochen (A) keinen Unterschied im
Kallusdurchmesser (EPO MW 231.7 £+ SEM 17.1% vs. Kontrolle 224.5 + 9.3%, n.s.). Nach 5
Wochen (B) war ebenfalls kein Unterschied im Kallusdurchmesser der beiden Gruppen
messbar (180.4 + 2.6% vs. 180.1 + 8.3%, n.s.).
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Abb. 10: Histologie: Kallusflache
Die beiden Gruppen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Gesamtflache des
Kallus (nach 2 Wochen (A) EPO MW 3.8 £+ SEM 0.5mm vs. Kontrolle 2.9 + 0.4mm, n.s.;
nach 5 Wochen (B) 2.1 + 0.1mmvs. 2.5 + 0.5mm, n.s.).

41



Ergebnisse

5.4.3. Kalluszusammensetzung

Nach 2 Wochen (A) zeigten die mit EPO behandelten Tiere einen signifikant
geringeren Anteil von Bindegewebe (EPO MW 1.0 + SEM 0.6% vs. Kontrolle 26.8 +
11.2%, p<0.0001) sowie von Knorpel (2.8 £ 2.8% vs. 46.7 £ 13.9%, p<0.01) am
Gesamtgewebe des periostalen Kallus. Der Knochenanteil hingegen war signifikant
erhoht (96.2 £ 2.1% vs. 26.5 vs. 6.3%, p<0.0001) [Abb. 11 und 12].

Nach 5 Wochen (B) konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den
beiden Gruppen festgestellt werden (EPO MW 5.5 + SEM 3.7 vs. Kontrolle 0.6 £
0.4% Bindegewebe, n.s.; 0.5 £ 0.5% vs. 0.5 £ 3.4% Knorpel, n.s.; 94.0 + 3.6% vs.
94.4 £ 3.0% Knochen, n.s.).
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Abb. 11: Histologie: Kalluszusammensetzung

Die Versuchstiere zeigten nach 2 Wochen (A) einen signifikant héheren Knochenanteil des
periostalen Kallus (Bindegewebe: EPO MW 1.0 £+ SEM 0.6% vs. Kontrolle 26.8 + 11.2%,
p<0.0001, Knorpel: 2.8 + 2.8% vs. 46.7 £ 13.9%, p<0.01, Knochen: 96.2 £ 2.1% vs. 26.5 vs.
6.3%, p<0.0001). Nach 5 Wochen (B) war jedoch kein Unterschied mehr in der
Kalluszusammensetzung der beiden Gruppen festzustellen (Bindegewebe: EPO MW 5.5 +
SEM 3.7% vs. Kontrolle 0.6 £ 0.4%, n.s.; Knorpel: 0.5 + 0.5% vs. 0.5 £ 3.4%, n.s.; Kochen:
94.0 + 3.6% vs. 94.4 + 3.0% n.s., ***: p<0.0001 im Vergleich zur EPO-Gruppe; **: p<0.01).
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Kontrolle

Abb. 12: Histologisches Préaparat des Kallus

Die histologischen Schnitte zeigen Femora mit von Kallus Uberbricktem Defekt 2
Wochen postoperativ. Wahrend der Kallus in der Kontrollgruppe tberwiegend aus
Knorpel besteht, ist in der EPO-Gruppe die Bildung von Geflechtknochen erkennbar.
Der untere Bildteil zeigt jeweils die Kortikalis des Femurs (c).
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5.5. Immunhistochemische Analyse

Zur Beurteilung der Neovaskularisation wurden 2 Wochen postoperativ die PECAM-
1-positiven Strukturen in den einzelnen High power fields (HPF) gez&hlt. Hierbei
wurde zwischen endostalem, zentralem und periostalem Kallus unterschieden. Im
Bereich des endostalen Kallus (A) zeigte sich hierbei eine signifikant erhdhte Anzahl
von GefaRen (EPO MW 4.1 + SEM 0.3 vs. Kontrolle 2.4 + 0.6, p<0.05). Im zentralen
(B) und periostalen (C) Kallus konnte hingegen kein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen nachgewiesen werden (zentral: 5.1 + 0.4 vs. 54 + 0.9, n.s,;
periostal: 5.4 + 0.4 vs. 4.6 £ 0.6, n.s.) [Abb. 13].
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Abb. 13: Immunhistochemie: Vaskularisation des Kallus

Im Gegensatz zu den ubrigen Bereichen des Kallus konnte in der endostalen Region eine
signifikante Steigerung der Vaskularisation nachgewiesen werden (endostal (A): EPO MW
4.1 + SEM 0.3 vs. Kontrolle 2.4 + 0.6, p<0.05, zentral (B): 5.1 + 0.4 vs. 5.4 + 0.9, n.s,,
periostal (C): 5.4 £ 0.4 vs. 4.6 £ 0.6, n.s., *: p<0.05 im Vergleich zur Kontrollgruppe).
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5.6. Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse wurde nach 2 Wochen der Kallus, der sich um den

Femurdefekt gebildet hatte, auf eine verstarkte Expression von PCNA (A) und NFkB

(B) hin untersucht. Dabei konnte kein Unterschied

in der Expression des

Proliferationsmarkers PCNA nachgewiesen werden (EPO MW 12.9 + SEM 8 vs.
Kontrolle 10.2 £ 2.9, n.s.). Es fand sich jedoch eine signifikant geringere Expression
von NFkB bei den mit EPO behandelten Tieren (4.0 £ 0.3 vs. 10.1 £ 2.6, p<0.05)

[Abb. 14].
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Abb. 14: Western Blot des Kallus
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Nach 2 Wochen zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen in der
Expression von PCNA (A) (EPO MW 12.9 + SEM 8 vs. Kontrolle 10.2 + 2.9, n.s.), jedoch
wies die EPO-Gruppe eine erhdhte Expression von NFkB (B) auf (4.0 + 0.3 vs. 10.1 + 2.6,

p<0.05, *: p<0.05 im Vergleich zur Kontrollgruppe).
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5.7. Durchflusszytometrische Analyse (FACS)

Das Blut der EPO-behandelten Versuchstiere zeigte nach zwei Wochen eine
signifikant erhdhte Zahl an endothelialen Progenitorzellen (VEGFR2/scal-positiven

Zellen) im Vergleich zur Kontrollgruppe (EPO MW 227.3 £+ SEM 19.20 vs. 148.3
21.99, p<0.05) [Abb. 15].
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Abb. 15: Durchflusszytometrie (FACS)

Mit EPO behandelte Tiere wiesen eine erhdhte Zahl an VEGFR2/scal-positiven Zellen auf
(EPO MW 227.3 + SEM 19.20 vs. Kontrolle 148.3 = 21.99, p<0.05, *: p<0.05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe).
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6. Diskussion

6.1. Methoden

Die Knochenheilung stellt einen komplexen biologischen Prozess dar, der die
Interaktion zahlreicher knochenfremder Gewebetypen, wie etwa des periossaren
Weichteilgewebes, des Periosts oder des Gefal3systems erfordert. Aufgrund des
komplexen ortlichen und zeitlichen Zusammenspiels der verschiedenen Phasen der
Frakturheilung und aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit des osséren ,micro-
environment* sind in-vitro-Untersuchungen zur Knochenbruchheilung nur sehr
begrenzt aussagekraftig (FRIEDMAN et al., 1996). Daher wurde der Einfluss von
Erythropoietin auf die Frakturheilung im Tiermodell untersucht. Wahrend friiher vor
allem Schafe und Hunde als Versuchstiere gewéhlt wurden, bieten heute verfiigbhare
Mausmodelle deutliche Vorteile im Hinblick auf Tierhaltung und Kosten.

Die Maus besitzt im Gegensatz zum Menschen kein Havers-System. Dies kann
durchaus als Nachteil fiir die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Studien an der
Maus auf den Menschen angesehen werden. Dennoch weist die Ausbildung so
genannter Resorptionshohlen im Rahmen der Frakturheilung an der Maus Analoga
mit dem Remodeling Uber das Havers-System auf (NUNAMAKER, 1998). Des
Weiteren entschieden wir uns fir die Durchfuhrung der Studie an der Maus
aufgrund der relativ geringen Haltungs- und Zuchtkosten und somit einer guten
Realisierbarkeit groRer Gruppenstarken. Prinzipiell ist im Mausmodell auch von
Vorteil, dass das Genom der Maus bereits in seiner Gesamtheit entschlisselt ist
und folgend auch fur keine andere Spezies ein derart grol3es Spektrum transgener
Stamme sowie spezifischer Antikdrper verfligbar ist (ROSSANT et al., 1995), die es
erlauben, die molekularen Grundlagen der Frakturheilung zu erforschen.

Das in dieser Studie verwendete Mausmodell wurde von unserer Arbeitsgruppe
entwickelt und in mehreren Folgeprojekten verwendet (GARCIA et al.,, 2008a;
GARCIA et al., 2008b) und kann fir Folgeversuche beispielsweise an Knock-Out-

Tieren herangezogen werden.
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6.1.1. Anzahl der Tiere und Komplikationsrate

Von 66 operierten Tieren konnten 60 in die Studie eingeschlossen werden. Die
perioperative Mortalitat ist mit 3% geringer als fur das verwendete
Osteosynthesemodell  beschrieben (6%) und auf intraoperative  oder
Narkosekomplikationen zuriickzufihren (GARCIA et al., 2008a).

Weitere 3% der Versuchstiere verstarben aus ungeklarten Grinden wahrend des
Beobachtungszeitraums wahrend 1.5% wegen einer postoperativen Infektion und
weitere 1.5% der Beschadigung einer Probe wahrend der Verarbeitung
ausgeschlossen wurden. Es besteht kein Anhaltspunkt flr unerwinschte
Nebenwirkungen der EPO-Gabe bei den Versuchstieren.

Die Gesamtkomplikationsrate der Studie von 9% liegt dabei im Rahmen der von
einer Expertenkomission fur Tiermodelle zur Frakturheilung geforderten 5-10%
(AUER et al., 2007).

6.1.2. Modell

Fur die Maus sind verschiedene Osteosyntheseverfahren bekannt, die sich in
interne und externe Fixierung unterteilen lassen.

Das verwendete Tiermodell zur internen Fixierung wurde bereits publiziert (GARCIA
et al., 2008b) und konnte in vorangegangenen Studien erfolgreich angewendet
werden (GARCIA et al., 2010). Da die mechanischen Gegebenheiten im
Frakturspalt einen wichtigen Einfluss auf die Knochenbruchheilung haben (CLAES
et al.,, 1998), sind die Ergebnisse von Studien mit instabiler Osteosynthese nur
begrenzt auf den Menschen ubertragbar, bei dem eine stabile Osteosynthese
obligat ist. Um das ,mechanical environment® innerhalb des Frakturspaltes zu
standardisieren, entwickelte unsere Arbeitsgruppe daher ein rotationsstabiles
Osteosyntheseverfahren fur das Mausefemur. Durch das hier angewendete Modell
gelang uns eine Frakturstabilisierung, durch die sich die biomechanischen

Einflussfaktoren auf die Frakturheilung weitgehend standardisieren lassen. Da die
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Pins offen eingebracht werden muissen, bedingt dieses Verfahren eine hdhere
Invasivitat als die alleinige Marknagelung.

Der bedeutende Vorteil einer internen Fixation gegeniiber der externen liegt in einer
Minimierung des Infektionsrisikos durch eine geschlossene Haut- und
Weichteildeckung sowie eine geringere Behinderung der physiologischen
Bewegungsfahigkeit der Tiere durch das geringe Implantatgewicht von 0.025¢g
gegenuber bis zu 7.2g fur einen Fixateur externe (THOMPSON et al., 2002).

Die meisten Frakturstudien an der Maus werden an Femur- sowie Tibiamodellen
durchgefuhrt, wobei flr diese Arbeit aufgrund zahlreicher Vorteile ein Femurmodell
gewahlt wurde. Die anatomischen Nachteile der Tibiamodelle sind in dem geringen,
nach distal abnehmenden, dreieckigen Knochenquerschnitt zu sehen, der eine
mangelhafte Vergleichsmdglichkeit fur unterschiedliche Frakturlokalisationen bietet
und eine biomechanische Testung erschwert. Zudem bedingt die kaum vorhandene
Muskel- und Weichteildeckung der Tibia eine hohere Infektgefahr und schlechtere
Blutversorgung im Vergleich zu Femurmodellen. Allerdings ist in diesem
Zusammenhang anzumerken, dass die Frakturierung aufgrund der geringen
Weichteildeckung in Tibiamodellen grundsétzlich einfacher durchzufiihren ist
(CHEUNG et al.,, 2003). Der Femurschaft unterliegt als funktionell belasteter
Knochen sowohl Biege- und Schub-, als auch Torsionsbewegungen, die sich unter
Belastung im Sinne einer physiologischen Kraftverteilung gleichméRig auf die
Frakturzone und das Implantat verteilen (RADASCH, 1999).

Die Versuchstiere wiesen ein bis drei Tage nach Frakturierung einen
physiologischen Bewegungsablauf auf. Bei Tétung der Tiere zeigten sich lediglich in
einem der untersuchten Tiere Anzeichen von Knochenheilungsstorungen, Infekten
oder sonstigen Pathologien. Dementsprechend ergab sich kein Anhalt dafur, dass
das Frakturmodell oder die Therapie mit EPO Einfluss auf die Wundheilung oder
das postoperative Verhalten der Tiere hatte.

Das gewahlte Tiermodell kann somit ohne wesentliche Einschrankungen als

reproduzierbar und fur die Fragestellung geeignet beurteilt werden.
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6.1.3. EPO-Dosierung

Uber die Wirkung von EPO auf die Frakturheilung ist gegenwartig noch wenig
bekannt. Insbesondere fehlen Dosis-Wirkungsstudien, aus denen sich die optimale
Dosierung von EPO mit der Zielsetzung einer verbesserten Frakturheilung ableiten
lieRRe.

In frheren Studien wurde EPO in einer hohen Dosierung von 5000U/kg/d uber 5
Tage verabreicht, wobei nach 5 Wochen kein positiver Effekt auf die Frakturheilung
mehr nachzuweisen war (HOLSTEIN et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde
eine geringere Dosierung von 500U/kg/d Uber die gesamte Beobachtungsdauer
gewahlt, um die Effekte einer langerfristigen Therapie zu untersuchen.

Es muss jedoch berticksichtigt werden, dass es sich dabei immer noch um eine
relativ hohe Dosis handelt. Zur Kklinischen Therapie der Anamie beim Menschen
empfiehlt der Hersteller eine Maximaldosis von 900U/kg/w EPO (NeoRecormon®,
Roche) bis zur Normalisierung des Hamoglobinwertes, die in dieser Studie um mehr
als das Dreifache Uberschritten wurde. Es liegt nahe, dass eine EPO-Therapie mit
dem Ziel der Gewebeprotektion oder -regeneration mit hdheren Dosen erfolgen
muss, da der fir diese Effekte verantwortliche Heterorezeptor eine niedrigere
Bindungsaffinitat zu EPO aufweist als der fur die erythropoietische Wirkung
zustdndige EPOR (BRINES, 2010). Neue, nicht-erythropoietische EPO-Derivate
konnten eine Moglichkeit darstellen, die gewebeprotektiven Eigenschaften von EPO
Zu nutzen, ohne eine tUbermaRige Stimulation des erythropoietischen Systems zu
bedingen (HAND et al., 2011).

6.1.4. Radiologische, biomechanische und histologis che
Verfahren

Um die  biomechanischen, histologischen  und  proteinbiochemischen
Untersuchungen in unserer Studie durchzufiihren, mussten die Versuchstiere
getbtet werden. Grundsatzlich ist es jedoch mdglich, mit verschiedenen
Bildgebungsverfahren die Frakturheilung auch am lebenden Tier zu analysieren.

Mikro-PET- und Mikro-MRT-Untersuchungen, aber auch innovative Verfahren der
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molekularen Bildgebung wie etwa Biolumeneszenz- oder Nukleartomographie
eroffnen neue Mdoglichkeiten der Darstellung von Gewebemorphologie,
Genexpression, Proteindegradation, Zellmigration und Zelltod in lebenden Tieren
(LU et al, 2005; ZACHOS et al, 2007; LEE et al, 2009). Etablierte
Standardverfahren der Knochenbildgebung sind jedoch hochauflésende
Rontgenaufnahmen und 2D- sowie 3D-Mikro-CT-Untersuchungen. Mittels
konventioneller Rontgenaufnahmen ist es moglich, Gréf3e und radiologische Dichte
des Kallusgewebes sowohl in vivo als auch am resezierten Knochen zu analysieren
(AUGAT et al., 2005; HOLSTEIN et al., 2007; GARCIA et al., 2008b; HOLSTEIN et
al., 2008). In unserer Studie verwendeten wir die konventionelle Réntgendiagnostik,
um die Pinlage nach Frakturversorgung sowie vor Totung der Versuchstiere zu
kontrollieren. Die Rontgenaufnahmen vor Tétung der Versuchstiere dienten zudem
der quantitativen Analyse der KallusgroRe. Die radiologisch gemessene groRRere
Dichte ging histologisch mit einem gréfReren Anteil an Knochen im Kallus einher.
Dies zeigt, dass die verwendeten Untersuchungsverfahren in sich konsistent sind.
Da die Wirkung von Réntgenstrahlung auf die Frakturheilung nicht ausreichend
bekannt ist und selbst die Frakturheilung negativ beeinflussen kann, wurde auf
wiederholte Rontgenkontrollen wahrend des Untersuchungszeitraumes verzichtet.
Hierzu ware des Weiteren eine wiederholte Narkotisierung der Tiere erforderlich
gewesen, was den Heilungserfolg in den einzelnen Gruppen ebenfalls beeinflusst
hatte. Da alle Tiere erst wenige Minuten vor dem Ausbau der zu untersuchenden
Knochen gerontgt wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die
Strahlenbelastung minimale oder keine Auswirkungen auf spatere biomechanische
oder histologische Analysen hatte. Die Kallusdichtebestimmung im Réntgenbild wird
durch Varianzen von Helligkeit des Rdntgenbildes und unterschiedlichen
Knochendichten der einzelnen Tiere beeinflusst. Um diese Variablen zu exkludieren
wurden alle Messergebnisse zu Knochendichtewerten derselben Aufnahme in
Relation gesetzt. Auch der Kallusdurchmesser wurde stets im Verhaltnis zum
Femurdurchmesser bewertet.

Der Goldberg-Score (GOLDBERG et al., 1985) ist nach seinem Erstbeschreiber ein

subjektiver Parameter, der auch bei Verblindung der Gruppenzugehérigkeit
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zwischen verschiedenen Untersuchern variiert. Der Wert erlaubt daher nur eine

qualitative Bewertung der Frakturheilung, jedoch keine quantitativen Bestimmungen.

Die quantitative histologische Auswertung (Histomorphometrie) des Frakturkallus
stellt die Standardmethode in der Untersuchung der Frakturheilung dar
(GERSTENFELD et al.,, 2005). In Erganzung zu histomorphometrischen
Untersuchungen ermdglichen immunhistochemische Analysen die in-situ-Detektion
von Proteinen wie Zytokinen und Zellmarkern innerhalb des Frakturkallus
(HOLSTEIN et al., 2007).

Aufgrund der heterogenen dreidimensionalen Struktur des Frakturkallus ist es
schwierig, histologisch die Volumina der einzelnen Gewebe zu ermitteln.
Standardisierte longitudinale Schnittpraparate im Bereich des maximalen
Femurdurchmessers ermdglichen hierbei dennoch eine reproduzierbare und
reprasentative Auswertung der KallusgrofRe sowie der Gewebezusammensetzung
des Frakturkallus. Entsprechend wahlten wir in Anlehnung an vergleichbare
Frakturstudien an Maus und Ratte eine longitudinale middiaphysare Schnittfiihrung,
um den Frakturkallus histomorphometrisch auszuwerten (GERSTENFELD et al.,
2005). Grundsatzlich besteht die Madoglichkeit, sowohl kalzifizierten als auch
dekalzifizierten Knochen histologisch aufzuarbeiten (GERSTENFELD et al., 2005).
Ein Nachteil histomorphometrischer Analysen am dekalzifizierten Knochen liegt
darin, dass nicht zwischen mineralisiertem und nicht-mineralisiertem Knochen

unterschieden werden kann.

Die histologischen Praparate wurden mit der Masson-Goldner-Methode gefarbt, da
sich unter dieser Farbung Knochen- und Knorpelstrukturen sehr gut darstellen und
unterscheiden lassen. Sie gilt als eine Standardmethode zur Farbung von
Knochenpraparaten und wird in zahlreichen Studien beschrieben (HOROBIN, 2002).
Die Untersuchung verschiedener Parameter des Frakturkallus anhand der
histologischen Praparate wurde in Ubereinstimmung mit den ASBMR-Kriterien
durchgefuhrt (PARFITT et al.,, 1987). Die Differenzierung der Zusammensetzung

des Kallusgewebes (Knochen, Knorpel, Bindegewebe) und der GréRenausmalle der

52



Diskussion

Kallusflache dienten der Beurteilung des Verlaufs der Frakturheilung
(HANKEMEIER et al., 2001).

CD31, auch bekannt als PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule) ist
ein Zell-Adhasions-Molekil, das spezifisch auf Endothelzellen exprimiert wird
(WOODFIN et al., 2007). In Tiermodellen wird CD31 haufig als Marker fur Gefalie
verwendet und im Rahmen immunhistologischer Untersuchungen angefarbt
(LINDENBLATT et al., 2010). Neben CD31 stehen weitere Marker zur Verfigung,
beispielsweise Smooth muscle actin, welches in glatter Muskulatur in der Tunica
media von Gefasswénden von grof3en und kleinen Arterien, Arteriolen und Venen
exprimiert wird und ebenfalls als GefaRmarker verwendet werden kann (SKALLI et
al., 1986). Da Kapillaren jedoch keine Tunica media besitzen, kbnnen sie mit dieser
Methode immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden.

Generell stehen fir die biomechanische Knochentestung drei etablierte Verfahren
zur Verfigung: Die 3-Punkt-Biegung, die 4-Punkt-Biegung und die Rotationstestung.
Der Nachteil der 3-Punkt-Biegung liegt in der maximalen Belastung tuber nur einem
Punkt des Knochens. Im Gegensatz dazu wird bei der 4-Punkt-Biegung die
maximale Kraft Gber eine grofRere Flache verteilt (BURSTEIN et al., 1971). Bei einer
durchschnittlichen Lange des Mausefemurs von etwa 15 mm (MANIGRASSO et al.,
2004) ist die Verwendung einer 4-Punkt-Biegung jedoch technisch schwer
umsetzbar. Zur mechanischen Testung der Knochen wurde in der vorliegenden
Arbeit eine 3-Punkt-Biegung verwendet. Grund hierfir war die Mdoglichkeit, die
Untersuchung im Sinne einer nichtdestruktiven Biegungstestung auszufiihren. So
wurden die analysierten Knochen nicht beschadigt und konnten fir die
anschlieBende Anfertigung histologischer Schnittpraparate verwendet werden.
Hierdurch konnte die Anzahl der Versuchstiere halbiert werden. Auf eine Testung
der Rotationsstabilitat, in anderen Arbeiten als Methode zur mechanischen Analyse
der Knochenstabilitat verwendet (HOLSTEIN et al.,, 2007; GARCIA et al., 2008a),
wurde verzichtet, da dabei der Knochen flr eine prazise histologische Auswertung

zu stark beschadigt wird.
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6.2. Diskussion der Ergebnisse

6.2.1. Einfluss von EPO auf die Erythropoiese

Die bislang therapeutisch wichtigste und namensgebende Funktion von EPO ist die
Stimulation der Erythropoiese. Die Entwicklung eines Proerythoblasten zum
Retikulozyten dauert etwa 7 Tage, kann aber unter zusatzlicher Stimulation durch
einen akuten Anstieg des Plasmaspiegels von EPO auf 3—-4 Tage verkirzt werden
(JELKMANN, 2004). In 1-2 Tagen reift der Retikulozyt zum Erythrozyten heran.
Hierdurch lasst sich hinreichend erklaren, dass die EPO-Gruppe zu allen
Untersuchungszeitpunkten hdchstsignifikant erhohte Werte von Hamoglobin,
Hamatokrit und Erythrozytenzahl aufwies. Die gesteigerte Erythropoiese kann somit
als Beweis der biologischen Wirksamkeit von EPO in der gewahlten Dosis und
Applikationsart angesehen werden. Inwieweit der erhdhte Hamatokrit selbst einen
Einfluss auf die Frakturheilung hat, ist nicht bekannt. Der deutliche Anstieg des
Hamatokrits wirkt sich jedoch negativ auf Rheologie und Mikrozirkulation aus und
konnte die Frakturheilung somit negativ beeinflussen. Da es unter EPO jedoch zu
einer verbesserten Frakturheilung kam, gehen wir davon aus, dass die nicht-
hamatopoietischen Effekte von EPO daflr verantwortlich sind.

In der 2. bis 5. Woche kam es zu keinem zusatzlichen Anstieg der
Hamoglobinkonzentration unter fortgesetzter Behandlung. Dies konnte auf eine
Erschopfung des erythropoietischen Potentials oder eine Herunterregulierung,
beispielsweise durch eine reduzierte Rezeptorexpression, zuriickzuflihren sein.

Die Hamoglobinkonzentration der Kontrollgruppe blieb ebenfalls stabil, weshalb wir
davon ausgehen, dass die Versuchstiere durch die Operation keinen kritischen
Blutverlust erlitten. Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass die positive Wirkung
von EPO auf die Frakturheilung auf die Korrektur einer Blutungsandmie

zuriuckzufihren ist.
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6.2.2. Einfluss von EPO auf die Frakturheilung

Nach 2 Wochen zeigte sich eine Zunahme des radiologischen Kallusdurchmessers
sowie der Kallusdichte unter der EPO-Therapie. Zu diesem Zeitpunkt kommt es zur
Mineralisierung des weichen Kallus und Resorption des Knorpels.

Im Rahmen der einsetzenden enchondralen Ossifikation wird neuer
Geflechtknochen gebildet. Eine wichtige Voraussetzung dafir ist die Angiogenese,
die bereits am 3. Tag der Frakturheilung beginnt (DIMITRIOU et al., 2005). Eine
erhohte Rontgendichte des Kallus ist zu diesem Zeitpunkt durch eine
fortgeschrittene Kalzifikation zu erklaren. Wahrend nach 5 Wochen der
Kallusdurchmesser bei beiden Gruppen gleich war, zeigte die EPO-Gruppe immer
noch eine erhthte Kallusdichte. Somit war der Grad der Mineralisierung zu beiden
Untersuchungszeitpunkten héher. Die Kallusbildung erreicht bei der Maus zwischen
14 und 21 Tagen ihren Hohepunkt und es kommt nach 21 bis 28 Tagen zu einer
knéchernen Konsolidierung der Fraktur. Danach wird der entstandene
Geflechtknochen im Rahmen des einsetzenden Remodelings zu lammellarem
Knochen umgewandelt (DIMITRIOU et al., 2005). Wir gehen daher davon aus, dass
die beobachtete Erhéhung der radiologischen Dichte in Tieren, welche mit EPO
behandelt wurden auf eine vermehrte Knochenbildung und Mineralisierung
hinweisen.

Das radiologische Scoring zeigte keine Unterschiede in der Frakturheilung. Der
verwendete Score wurde urspringlich zur Verwendung in einem Hundemodell
entwickelt (GOLDBERG et al., 1985) und ist mdglicherweise fir die deutlich
kleineren Aufnahmen des durchschnittlich 15mm langen Mausefemurs mit einem
Defekt von 0.25mm nicht sensitiv genug. Zusatzlich variieren die Ergebnisse
aufgrund des subjektiven Charakters des Score je hach Untersucher, weshalb wir
die Bedeutung der Methode zur objektiven Quantifizierung der Frakturheilung als
verhaltnismafig gering einschatzen.

Im Hinblick auf eine mogliche spatere klinische Anwendung stellt die Belastbarkeit
ein Uberaus wichtiges Kriterium fir den Therapieerfolg dar. Zu beiden
Untersuchungszeitpunkten prasentieren sich die Femora der Studiengruppe

belastbarer und mit einer signifikant erhohten Biegesteifigkeit. Diese mechanische
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Verbesserung der Frakturheilung ist Gbereinstimmend mit der radiologisch erhdhten
Kallusdichte sowie der histologisch fortgeschrittenen Ossifikation des Kallus.

Die Tatsache, dass die Frakturheilung in der biomechanischen Analyse in der
Kontrollgruppe auch nach 5 Wochen noch nicht vollstandig abgeschlossen war,
lasst sich dadurch erklaren, dass es bei einer offenen Osteotomie mit einem Defekt
von 0.25mm zu einer verzdgerten Heilung im Vergleich zu einer geschlossenen
Fraktur ohne Substanzdefekt kommt.

EPO fihrt zu einer insgesamt akzelerierten Frakturheilung, durch eine erhdhte
enchondrale Ossifikation entsteht mehr mineralisierter Knochen und dadurch eine
hohere Steifigkeit. Die zu beiden Untersuchungszeitpunkten héhere Steifigkeit der
EPO-Gruppe ist darauf zurlckzufihren, dass der Kallus nach 2 Wochen mehr
Knochen enthielt und nach 5 Wochen mehr lammellaren Knochen von besserer
Qualitat. Lammellarer Knochen besitzt eine héhere Dichte, hochgradig organisierte
Struktur und erhéhte mechanische Stabilitdt (WEINER et al., 1992).

Nach 2 und 5 Wochen zeigte sich histologisch eine verbesserte Frakturheilung. In
der Kontrollgruppe waren nach 5 Wochen lediglich die Halfte der Femora vollstandig
geheilt. Frihere Studien zeigen nach 3—4 Wochen bereits eine Konsolidierung, im
Gegensatz zu diesen Studien fuhrten wir jedoch eine offene Osteotomie durch, die
einen Weichteilschaden verursacht, welcher sich negativ auf die Frakturheilung
auswirkt. Zudem entspricht der 0.25mm messende Defekt etwa 20% des
Femurdurchmessers und fiihrt daher ebenfalls zu einer verzdgerten Heilung.

Weder im Kallusdurchmesser noch in der Kallusflache im Langsschnitt fanden sich
histologisch zu einem der beiden Untersuchungszeitpunkte Unterschiede zwischen
den Gruppen. Die Kalluszusammensetzung unterschied sich jedoch nach 2 Wochen
deutlich: Wahrend der Knochenanteil der Kontrollgruppe 27% betrug, lag er in der
Studiengruppe bei 96%. Der deutlich erhtéhte Anteil an Knochen im Kallus erklart
zum einen die hohere Knochensteifigkeit, zum anderen, warum der Kallus
radiologisch groRer erscheint, da der Weichteilanteil nicht rontgendicht ist. Nach 5
Wochen bestand der Kallus beider Gruppen weitestgehend aus Knochen, wobei
nicht zwischen Gewebeknochen und lammellarem Knochen unterschieden wurde.
Die Behandlung mit EPO fihrte somit zu einer gesteigerten enchondralen

Ossifikation. Hierdurch kam es nicht zu einer quantitativen Zunahme des
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Frakturkallus, sondern zu einer qualitativen Verbesserung mit signifikant héherem

Knochenanteil.

6.2.3. Mechanismen der verbesserten Knochenheilung durch
EPO

Wir waren erstmalig in der Lage, eine Zunahme der Vaskularisierung unter EPO-
Therapie wahrend der Fakturheilung nachzuweisen. Diese Zunahme der
Gefalldichte war beschrankt auf den endostalen Bereich. In den zentralen und
periostalen Bereichen des Kallus war dieser Effekt nicht zu beobachten. Dass EPO
sein regeneratives Potential unter Anderem durch eine Zunahme der
Vaskularisation erreicht, ist von vorherigen Studien in Hautwunden bekannt (BUEMI
et al., 2004; GALEANO et al., 2004). Der Wirkungsort der hamatopoetischen Effekte
von EPO liegt im Knochenmark, wo es die Anzahl von Stammzellen,
Progenitorzellen und CFU erhéht (HEESCHEN et al., 2003). Dartiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass EPO zu einer Steigerung der Angiogenese im Knochenmark
fuhrt (PELLETIER et al., 2000). Aus unseren Ergebnissen folgern wir daher, dass

EPO sein grol3tes vaskulogenetisches Potential im Knochenmark entfaltet.

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ist ein Proliferationsmarker, der bei
gesteigerter Zellteilung erhdht ist und klinisch unter anderem zum Grading von
Tumoren eingesetzt wird. Im Kallus der Versuchstiere lieR sich keine erhéhte
Expression von PCNA nachweisen. Die Wirkung von EPO scheint daher nicht auf
einer gesteigerten Zellproliferation zu beruhen, sondern gegebenenfalls auf einer
Beeinflussung der Zelldifferenzierung.

NFkB ist ein friher Transkriptionsfaktor der Entziindungsreaktion und fihrt zur
Hochregulation vieler proinflammatorischer Molekile (GHOSH et al.,, 2008). Die
verringerte Expression in der EPO-Gruppe kann als Anzeichen einer geringeren
Entzindungsreaktion interpretiert werden, die unter EPO-Therapie mehrfach
nachgewiesen wurde (LIU et al., 2006; TOTH et al., 2008; ZHU et al., 2009).

Dartuber hinaus konnten andere Studien zeigen, dass EPO zu einer Modulation der
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Immunantwort fuhrt (KATZ et al., 2007), zu geringerer Nekroserate (SIREN et al.,
2001; HARDER et al., 2009) und zu verminderter Zytokinproduktion (VILLA et al.,
2003). Inwiefern sich dieser Effekt auf die Knochenregeneration auswirkt, ist anhand
der vorliegenden Arbeit nicht zu beurteilen, da eine Entziindungsreaktion sowohl
positive (YAMAGUCHI et al., 2009) als auch negative (REIKERAS et al., 2007)
Auswirkungen auf die Frakturheilung haben kann. Im Allgemeinen wird jedoch
davon ausgegangen, dass starke Entziindungen die Frakturheilung beeintrachtigen
indem sie die Neubildung von Knochen hemmen und die Resorption férdern
(TANIZAWA et al., 2000). Der gréRere Anteil von Knochen im Frakturkallus kénnte

somit Folge einer geringeren Entzindungsreaktion im Kallusgewebe sein.

Im Blut der Studiengruppe fand sich eine signifikant erhdhte Anzahl von
endothelialen Progenitorzellen (EPC). In friheren Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass EPO zur Mobilisierung von EPC aus dem Knochenmark fihrt
(HEESCHEN et al.,, 2003) und diese eine Vaskularisierung férdern koénnen
(WERNER et al.,, 2002). Andere Studien haben gezeigt, das EPC auch zur
Frakturheilung beitragen koénnen (LAING et al.,, 2007; LEE et al., 2008;
MATSUMOTO et al.,, 2008a; ATESOK et al.,, 2010). EPC werden dabei zur
Frakturstelle rekrutiert und fordern durch Neovaskularisierung den Prozess der
Frakturheilung (MATSUMOTO et al., 2008b). Die Transplantation von EPC fihrt
durch eine Stimulation von Osteogenese und Vaskulogenese zu einer verbesserten
Frakturheilung (MATSUMOTO et al., 2006; MATSUMOTO et al., 2008a).

EPC tragen mdglicherweise nicht nur zu einer verbesserten Angiogenese bei,
sondern differenzieren auch zu osteoblastischen Zellen (MATSUMOTO et al.,
2008a; ATESOK et al.,, 2010). Dies kann somit Ursache fir einen erhdhten
Knochenanteil im Kallusgewebe unter EPO-Therapie sein. Inwieweit die erhdhte
Anzahl peripher zirkulierender EPC die Angiogenese oder Osteogenese stimuliert,

ist anhand der vorliegenden Arbeit nicht zu beantworten.
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6.3. Zusammenfassung

Das gewdhlte Tiermodell wurde mehrfach publiziert, ist gut reproduzierbar und fur
die Fragestellung geeignet. Bei seiner Anwendung kam es zu einer geringen
Komplikationsrate, die im akzeptablen Bereich tierexperimenteller Studien liegt. Fur
die Dosierung von EPO zur Beeinflussung der Frakturheilung existieren kaum
Erfahrungswerte. Im Vergleich zu vorhergehenden Studien wurde in der
vorliegenden Arbeit eine zehnfach geringere Dosis gewahlt, die jedoch immer noch
Uber der beim Menschen angewandten Dosierung zur Therapie der Anamie liegt.
EPO wurde dabei Uber den gesamten Beobachtungszeitraum appliziert. Die
Analysen  erfolgten  mittels  etablierten  radiologischen, histologischen,
biomechanischen sowie biochemischen Verfahren.

In der hamatologischen Analyse zeigte sich unter EPO-Therapie eine gesteigerte
Erythrozytenzahl und ein erhohter Hamatokrit, was als Wirkungsnachweis des
Praparates und der Applikationsform angesehen werden kann. In der radiologischen
Analyse zeigte sich in der EPO-Gruppe eine erhdhte Kallusdichte, die wir als
Ausdruck einer vermehrten Knochenbildung und Mineralisierung ansehen. In der
biomechanischen Analyse zeigte sich eine erhdhte Biegesteifigkeit unter EPO-
Therapie als Ausdruck einer vermehrten Knochenbildung und besseren
Knochenqualitat. In der histologischen Analyse fanden sich keine Hinweise auf
gquantitative Unterschiede in der Kallusbhildung, jedoch eine qualitativ verbesserte
Frakturheilung mit einem erhdhten Knochenanteil des Kallus unter EPO-Therapie.
Die  Western-Blot-Analyse  zeigte eine  verminderte  Expression  des
entziindungsassoziierten Transkriptionsfaktors NFkB. In der
durchflusszytometrischen Analyse fand sich eine erhdhte Anzahl von EPC in der
EPO-Gruppe.

In einer friheren Studie, die die Effekte von EPO auf die Frakturheilung von Ratten
in einem Modell mit offener Osteotomie und interner Fixierung untersuchte, wurde
EPO in niedrigerer Dosierung (200U/kg/d) Uber einen Zeitraum von nur 7 Tagen
appliziert (BOZLAR et al.,, 2006). Die biomechanische Testung zeigte nach 3

Wochen eine erhdhte Biegesteifigkeit, histologisch wurde eine erhdhte Rate von
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knocherner Uberbriickung und ein gesteigertes Remodeling des Kallus
nachgewiesen.

In einer weiteren Studie an einem Mausmodell mit geschlossener Osteotomie und
interner Fixierung wurde eine deutlich héhere EPO-Dosis von 5000U/kg/d Uber
einen Zeitraum von 6 Tagen verwendet (HOLSTEIN et al., 2007). Nach 2 Wochen
EPO-Gabe zeigten sich eine erhdhte Torsionssteifigkeit und eine radiologisch
erhdhte Kallusdichte, sowie ein histologisch erhéhter Knochenanteil im Kallus. Nach
5 Wochen konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen mehr nachgewiesen
werden.

Den in diesen Studien nachgewiesenen positiven Einfluss von EPO auf die
Frakturheilung kénnen wir in der vorliegenden Arbeit bestéatigen. Die Tatsache, dass
sich unter der hier verwendeten Dosis und Therapiedauer auch nach 5 Wochen
noch eine Verbesserung der Frakturheilung fand, spricht fur eine langere
Applikationsdauer. Die Wirksamkeit der gewéhlten Dosis konnte bestatigt werden.
Zur fur die Frakturheilung optimalen Dosierung kann bei fehlender Vergleichbarkeit
der Modelle und ungentigenden Daten noch keine Aussage getroffen werden. Die
vorliegenden Ergebnisse legen eine im Vergleich niedrigere Dosierung nahe, die
jedoch lber einen lAngeren Zeitraum verabreicht wird.

Aufgrund unserer Ergebnisse sowie der aktuellen Studienlage gehen wir davon aus,
dass der positive Einfluss von EPO auf die Frakturheilung mit einer gesteigerten
Vaskularisierung des Frakturkallus zusammenhangt, die wiederum die
Mineralisierung und den Knochenumbau beschleunigt. Eine kontinuierlich
verbesserte Vaskularisierung unter EPO-Gabe konnte erklaren, warum die

Knochenheilung auch 2 Wochen postoperativ noch durch EPO beeinflusst wird.

6.4. Schlussfolgerung

Von den klinisch eingesetzten rekombinanten Wachstumsfaktoren hat EPO die

grofdte Verbreitung. Zu den haufigsten Indikationen zahlt ein Erythrozytenmangel im

60



Diskussion

Rahmen einer renalen Andmie, Tumorandmie oder Anamie in Folge einer
Zytostatikatherapie.

In den letzten Jahren ist in der Forschung das gewebeprotektive und regenerative
Potential von EPO in den Vordergrund geriickt. Im Tiermodell konnten bereits
positive Effekte auf die Frakturheilung nachgewiesen werden. Die Anwendung
hoher Dosen Uber einen kurzen Zeitraum hatte jedoch nur einen vortibergehenden
Effekt. Dabei konnte ein kritischer Anstieg des Hamatokrits aufgrund verénderter
Rheologie sogar nachteilige Konsequenzen auf die Frakturheilung haben. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung in niedrigerer
Dosierung Uber einen langeren Zeitraum eine nachhaltigere Wirkung entfaltet.
Radiologisch, histologisch und biomechanisch lasst sich eine verbesserte
Frakturheilung nachweisen. Diese ist nicht durch eine gesteigerte Kallusbildung,
sondern durch eine erhthte Kallusqualitéat mit vermehrter Knochbildung bedingt,
was mit einer radiologisch hoheren Dichte und biomechanisch hoéheren Steifigkeit
einhergeht.  Dartber hinaus bewirkt EPO eine Verminderung der
Entzindungsreaktion im Kallus und erhght die endostale Angiogenese sowie die
Anzahl zirkulierender EPC.

Die Verbesserung der Frakturheilung unter EPO ist mdglicherweise durch eine
Verbesserung der Angiogenese und Vaskularisierung zu erklaren. Diese wiederum
kann erklart werden durch die erhéhte Anzahl an EPC in mit EPO behandelten
Tieren.

EPC konnen dartber hinaus direkt zu osteoblastischen Zellen differenzieren, was
fir den erhthten Anteil an Knochen und die héhere biomechanische Steifigkeit der
mit EPO behandelten Tiere verantwortlich sein kann.

EPO ist ein Klinisch langjahrig eingesetzter Wachstumsfaktor mit einem gut
bekannten Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil. Hierdurch ware die Kklinische
Anwendung von EPO zur Verbesserung der Frakturheilung deutlich vereinfacht.
Inwieweit EPO analog zu den hier beobachteten Effekten im Mausmodell in der
Lage ist, beim Menschen die Frakturheilung zu verbessern, muss in zukinftigen

klinischen Studien gezeigt werden.
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