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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Ein Ausbleiben der Frakturheilung mit der Ausbildung von Pseudarthrosen (Non-Union)
ist nach wie vor ein bedeutsames klinisches Problem. Die Angiogenese ist eng mit der
Knochenregeneration verbunden, jedoch bleibt die Rolle der Angiogenese in der
Ausbildung von atrophen Pseudarthrosen weiterhin unklar. Weil gezeigt werden konnte,
dass etablierte atrophe Pseudarthrosen gut vaskularisiert sind, haben wir die Hypothese
aufgestellt, dass eine mangelhafte Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren
sowie eine verminderte Vaskularisierung wahrend der frihen Phase der Frakturheilung
zur Ausbildung von atrophen Pseudarthrosen fuhren.

In 96 CD-1 Mausen wurde das rechte Femur mittels Pin-Clip-Osteosynthese stabilisiert
und eine Osteotomie mit einer Spaltgrofle von 1,80mm (Non-Union-Gruppe) und
0,25mm (Union-Gruppe) erzeugt. Nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen wurde der
Heilungsverlauf mittels Micro-CT und Histologie untersucht. Die Vaskularisierung wurde
in verschiedenen Bereichen der Frakturheilung durch immunhistologische Farbung
gegen PECAM-1 (CD31) bestimmt. Zusatzlich wurde die Expression von VEGF, BMP-2,
BMP-4, PCNA, MMP13, Ang-1, Tie-2, Cyr61, Noggin und Sclerostin im Western Blot
nach 7, 14 und 21 Tagen ermittelt.

Micro-CT und Histologie zeigten in der Union-Gruppe eine normale Frakturheilung mit
vollstandiger kndcherner Uberbriickung der Fraktur, wahrend es in der Non-Union-
Gruppe bei allen untersuchten Tieren zur Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose
kam. Die Vaskularisierung nahm in beiden Gruppen von Tag 3 auf Tag 7 zu und
anschlieBend nach 14 Tagen wieder ab. Insgesamt jedoch unterschied sich die
Vaskularisierung zwischen der normalen Frakturheilung und Pseudarthrosen im
zeitlichen Verlauf nicht. Interessanterweise war sie im endostalen Bereich der
Frakturheilung in der Non-Union-Gruppe nach 14 Tagen starker ausgebildet als in der
Union-Gruppe. Die Expression von VEGF, Ang-1 und MMP13 war signifikant hoher in
der Non-Union-Gruppe als in der Union-Gruppe, wahrend die Expression von BMP-2,
BMP-4, Cyr61 und PCNA in der Non-Union-Gruppe signifikant geringer war als in Tieren
mit normaler Frakturheilung. Die Expression von Tie-2, Noggin und Sclerostin war in der
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Non-Union-Gruppe nach 14 und 21 Tagen erhéht gegentber der Union-Gruppe, jedoch
ohne statistisch signifikanten Unterschied.

Da die Vaskularisierung in der Non-Union-Gruppe wahrend der frihen Phase der
Frakturheilung trotz Ausbleiben einer knéchernen Uberbriickung nicht beeintrachtigt
war, mussen wir die Hypothese ablehnen. Dementsprechend schlussfolgern wir, dass
die Entstehung von atrophen Pseudarthrosen nicht notwendigerweise durch eine
verminderte Vaskularisierung oder verminderte Expression von angiogenen
Wachstumsfaktoren bedingt ist, sondern eher durch eine verminderte Expression der
osteogenen Wachstumsfaktoren BMP-2 und BMP-4 beziehungsweise ein gestortes
Verhaltnis von angiogenen zu osteogenen Wachstumsfaktoren.

Weil die Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren wahrend der Entstehung der
atrophen Pseudarthrosen ausreichend fur eine adaquate Vaskularisierung ist, sollten
zuklnftige Behandlungsstrategien zur Therapie atropher Pseudarthrosen eher auf eine

Stimulation der Osteogenese als eine Stimulation der Angiogenese abzielen.

1.2 Summary

Non-union formation due to failure of fracture healing is still a major clinical burden.
Angiogenesis is closely associated with bone regeneration, however the role of
angiogenesis in non-union formation remains unclear. Since established atrophic non-
unions have been shown to be well vascularized, we hypothesized that lack of
angiogenic growth factors and impaired vascularization during the early time course of
fracture healing determine atrophic non-union formation.

In 96 CD-1 mice femora were stabilized by pin-clip-fixation and osteotomies with a gap
size of 1.80mm (non-union group) or a gap size of 0.25mm (union group) were created.
After 3, 7, 14, 21, 28 and 70 days fracture healing was analyzed by micro-CT and
histomorphometry. Vascularization was determined by immunohistochemical staining of
PECAM-1 (CD31) in different healing zones. In addition, expression of VEGF, BMP-2,
BMP-4, PCNA, MMP13, Ang-1, Tie-2, Cyr61, Noggin and Sclerostin was analysed in
Western Blot after 7, 14 and 21 days.

Micro-CT and histomorphometry showed complete bone bridging in the union group and

atrophic non-union formation in the non-union group. Vascularization increased from
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day 3 to day 7 in both groups with a decrease after 14 days. However, general
vascularization did not differ between unions and nonunions over time. Interestingly,
vascularization in the endosteal healing zone was significantly higher in non-unions than
in unions after 14 days. Expression of VEGF, Ang-1 and MMP13 was found significantly
higher in non-unions, while expression of BMP-2, BMP-4, Cyr61 and PCNA was
significantly lower in non-unions compared to unions. Expression of Tie-2, Noggin and
Sclerostin was higher in non-unions compared to unions, but without statistical
significance.

Because that vascularization during the early time course of fracture healing was not
impaired in non-unions despite the failure of bone healing, we have to reject our
hypothesis. We rather conclude that atrophic non-union formation is not necessarily due
to failure of VEGF or Ang-1 mediated angiogenesis, but is associated with a decreased
expression of BMP-2/BMP-4 or an altered ratio of angiogenic to osteogenic growth
factors.

Because the intrinsic angiogenic response in atrophic non-unions was sufficient for
adequate vascularization, treatment of non-unions should focus on the stimulation of

osteogenesis rather than stimulation of angiogenesis.
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2. Einleitung

2.1 Knochen

Die Knochen des Menschen bilden mit Muskeln, Bandern und Gelenken den
Bewegungsapparat aus und Ubernehmen vielfaltige Aufgaben wie Stutzfunktion,
Strukturfunktion, Mobilitatsfunktion, Calciumhomdostase und Blutbildung. Es handelt
sich dabei nicht um starre destruktionsresistente Struktur, sondern um vitales Gewebe,
welches Verletzungen unterliegen kann. Da das Knochengewebe Uber eine
ausgepragte Heilungsfahigkeit verfugt, kdnnen Knochenbriiche folgenlos und ohne
Narbenbildung ausheilen (McKibbin 1978). Allerdings kann es unter entsprechenden
Umstanden auch zu einer verzogerten oder ausbleibenden Heilung kommen, was in
dieser Studie unter dem Aspekt der Angiogenese wahrend des Frakturheilungsvorgangs
am Mausefemur naher betrachtet wurde.

Knochen entsteht auf zwei verschiedene Arten: durch Mineralisierung der von den
Osteoblasten produzierten Grundsubstanz (= desmale oder intramembrandse oder
direkte Ossifikation) oder durch den Ersatz von Knorpelgewebe (= chondrale oder
endochondrale oder indirekte Ossifikation). Bei beiden Prozessen entsteht zunachst
Geflechtknochen, welcher sich im weiteren Verlauf zu Lamellenknochen umbaut
(Kanczler & Oreffo 2008). Diese beiden Vorgange finden im Rahmen der embryonalen
Knochenentwicklung, des Wachstums und der Heilung von Frakturen statt. Dann
kommen Geflechtknochen, Lamellenknochen und Resorptionszonen zum Tell
nebeneinander vor. Wahrend der Frakturheilung erfolgt die Knochenbildung analog der
embryonalen Entwicklung (Ferguson et al. 1999) durch enchondrale und

intramembrandse Knochenbildung (Gerstenfeld et al. 2003).

2.2 Frakturen

Unter einer Fraktur versteht man eine Kontinuitatsunterbrechung des Knochens.
Ursachen fur einen Knochenbruch sind eine direkte Fraktur bei adaquater

Gewalteinwirkung von aufien auf den Knochen, eine pathologische oder Spontanfraktur
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im krankhaft veranderten Knochen bereits bei inadaquater Gewalteinwirkung oder eine
Ermidungsfraktur nach mechanischer Uberbeanspruchung des Knochens. Die Form
der Fraktur bzw. der Entstehungsmechanismus hangt von der Art der einwirkenden
Kraft und der absorbierten Energie ab. Verschiedene Bruchformen werden nach direkter
oder indirekter Krafteinwirkung unterschieden. Ziel der Frakturbehandlung ist die
Wiederherstellung der Funktion und der Achsen- und Gelenkverhaltnisse, soweit dies in
Abhangigkeit des Frakturtyps, der Begleitverletzungen und der Gesamtmorbiditat
mdglich ist. Voraussetzungen sind die Reposition und Retention der Fraktur mit dem
Ziel der frihfunktionellen Nachbehandlung zur Vermeidung sekundarer Komplikationen.
Grundsatzlich stehen konservative und operative Therapieoptionen zur Verfigung. Die
Indikationsstellung zur konservativen bzw. operativen Therapie hangt von
verschiedenen Faktoren ab: Lokalisation der Fraktur, Frakturtyp, Weichteilzustand,
Risikofaktoren des Patienten, Kooperation, Mono- vs. Polytrauma. Die Gesamtprognose
hangt sowohl vom Frakturtyp als auch vom Ausmal} der gleichzeitig vorliegenden

Weichteilverletzung sowie Gesamtmorbiditat des Patienten ab (Ruter et al. 2003).

2.3 Frakturheilung

Knochengewebe besitzt nach erlittenen Verletzungen die Fahigkeit zur narbenlosen
Ausheilung. Es handelt sich um ein mehrstufiges Geschehen, welches bestimmten
zeitlichen und raumlichen Mustern folgt (Einhorn 1998; Cho et al. 2002; Dimitriou et al.
2005) und mit einer Vielzahl von unterschiedlichsten Prozessen einhergeht, wie der
Migration,  Differenzierung und Proliferation verschiedener Zellreihnen, dem
Wiederaufbau der Vaskularisierung und letztlich der Wiederherstellung der
ursprunglichen Knochenstruktur. Man unterscheidet eine primare und eine sekundare
Frakturheilung (Rater et al. 2003).

2.3.1 Primare Frakturheilung

Unter primarer Frakturheilung (= direkte Frakturheilung) (Ruter et al. 2003) versteht man

die Vereinigung von Frakturfragmenten ohne Ausbildung einer &auleren
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Kallusmanschette (Einhorn 1998), wobei man zwei verschiedene Formen der primaren
Frakturheilung unterscheidet, die Kontaktheilung und die Spaltheilung.

Bei der Kontaktheilung kommt es zu einem direkten Eindringen der Havers-Systeme in
die einander gegenuberliegenden Frakturenden (Anderson 1965; Olerud & Danckwardt-
Lilliestrdom 1968). Diese erfolgt durch einwachsende Osteone, wobei Osteoklasten einen
Resorptionskanal in die Kortikalis des gegenuberliegenden Fragmentes bohren und den
Weg fur Osteoblasten freimachen, welche den Resorptionskanal mit Lamellenknochen
fullen. Es kommt zu einer direkten Wiedervereinigung der Knochenfragmente ohne
Resorption von frakturnahem Knochen (Olerud & Danckwardt-Lilliestrom 1971). Bei der
Spaltheilung wird der Frakturspalt mit Geflechtknochen aufgeflllt und anschlieRend
durch Lamellenknochen ersetzt.

Voraussetzung flur die primare Frakturheilung ist eine ausreichende Vaskularisierung
der Frakturenden und eine ausreichende mechanische Frakturstabilitat (McKibbin 1978;
Perren 1979). Das medullare Gefaldsystem wird dabei innerhalb weniger Tage durch
Kapillaraussprossung wiederhergestellt. Im klinischen Alltag kommt es zu einer
primaren Frakturheilung bei anatomischer Frakturreposition und stabiler Osteosynthese
(Glowacki 1998).

2.3.2 Sekundare Frakturheilung

Die Mehrzahl der Frakturen heilt klinisch jedoch durch sekundare Frakturheilung
(=indirekte Frakturheilung) (Ruater et al. 2003), an deren Ende es zur Wiederherstellung
der anatomisch und der Belastung entsprechenden Knochenstruktur kommt, wobei
jedoch die primare Frakturstabilisierung durch die Bildung eines vorlaufigen knorpeligen
oder knochernen Kallus stattfindet (Einhorn 1998). Sie erfolgt, wenn keine anatomische
Reposition oder Ruhigstellung der Knochenfragmente erzielt werden kann und geht von
den Zellen des Periosts, des Endosts, der Kortikalis, des Knochenmark und der
umgebenden Weichteilen aus (Holden 1972). Kennzeichen der sekundaren
Frakturheilung ist die Ausbildung eines radiologisch sichtbaren Kallus.

Nach einem Knochenbruch wird die Kontinuitat des Knochens durch Ausbildung eines
bindegewebig-knorpeligen Kallus wieder hergestellt. Im Anschluss finden ein

knécherner Umbau des Kallus und eine Wiederherstellung des Lamellensystems statt.
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Auf diese Weise werden mobile Fragmente zunachst ruhiggestellt, um eine knécherne
Uberbriickung zu erméglichen (Probst & Spiegel 1997).

Die sekundare Frakturheilung erfolgt nach Verletzung des Knochens in funf sich
teilweise Uberlappenden Phasen (McKibbin 1978; Einhorn 1995), beginnend mit der
Hamatomausbildung nach dem Frakturereignis (Verletzungsphase), gefolgt von der
Entzindungsphase (Inflammation), der chondrogenen Phase (soft callus), der
osteogenen Phase (hard callus) und letztlich der Phase des Remodeling.

Die initiale Verletzungsphase besteht vom Einsetzen einer Krafteinwirkung auf den
Knochen und das umgebende Weichteilgewebe bis zu dem Augenblick, wenn die
gesamte einwirkende Kraft durch den Bruchvorgang aufgehoben wird. Dieser Vorgang
verletzt Kortikalis, Spongiosa, Knochenmark, Periost, Endost, Blutgefalle sowie
angrenzende Weichteile in unterschiedlichem Ausmal, so dass es durch Einblutung zur
Hamatombildung im Frakturbereich sowie den angrenzenden Weichteilen und zur
Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren kommt (Street et al. 2000). Die
Verletzung des Gefal3systems fuhrt zu Nekrose und Hypoxie des Knochens und des
umgebenden Gewebes (Glowacki 1998).

AnschlieRend setzt, bedingt durch Hypoxie und Nekrose, die Entziindungsphase ein mit
Migration, Proliferation und Differenzierung von pluripotenten Stammzellen und
Entzindungszellen (Lindholm et al. 1969; Iwaki et al. 1997; Einhorn 1998). Zusatzlich
kommt es zu einer Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Dimitriou et al.
2005). Einwandernde mesenchymale Vorlauferzellen entstammen zum einen dem
Gefalkendothel und wandern mit den einsprielenden Kapillaren ein (Trueta 1968;
Bouletreau et al. 2002), zum anderen entstammen sie dem Knochenmark, Periost,
Endost und den Weichteilen (Gerstenfeld et al. 2003; Dimitriou et al. 2005). Insgesamt
nimmt wahrend des gesamten Vorgangs der Frakturheilung die Durchblutung und
Vaskularisierung im betroffenen Areal zu (Glowacki 1998). Mit Abklingen der
Entzindungsreaktion wird das Hamatom, in dem sich ein lichtes Netzwerk von Fibrin
und Kollagenfasern gebildet hat, resorbiert und unter dem Einfluss lokal wirksamer
Wachstumsfaktoren durch Granulationsgewebe ersetzt (McKibbin 1978).

Aus den mesenchymalen Vorlauferzellen im Kallus differenzieren sich Chondroblasten
und Osteoblasten (Caplan 1987; Shea et al. 2003; Gerstenfeld et al. 2003).
Osteoblasten entstehen vor allem in der Nahe der Kortikalis und des Periosts,

Chondroblasten vor allem im zentralen hypoxischen Bereich der Fraktur. Die
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Chondroblasten produzieren Knorpelgewebe (soft callus) und leiten die indirekte
Knochenbildung uber den Umweg eines Knorpelgerusts ein (enchondrale Ossifikation),
wahrend eine direkte Knochenbildung (hard callus) durch Osteoblasten erfolgt
(desmale/intramembrandse Ossifikation). Im Rahmen der Frakturheilung findet somit
sowohl eine enchondrale als auch eine intramembrandse Ossifikation statt.

Im Rahmen der enchondralen Ossifikation wird das stabilisierende hyaline
Knorpelgewebe des Kallus zu Knochengewebe umgebaut. Dies erfolgt Uber
Mineralisation des weichen knorpeligen Kallus und unter Hypertrophie der
Chondrozyten im Kallus, welche anschliefend zu Grunde gehen und durch
Knochenproduzierende Osteoblasten ersetzt werden (Gerstenfeld et al. 2003).
Zeitgleich wachsen Gefalle in den sich transformierenden avaskularen knorpeligen
Kallus ein (Erlebacher et al. 1995), was zu einem ausreichenden Sauerstoff- und
Nahrstoffangebot fuhrt, um das bradytrophe Knorpelgewebe durch enchondrale
Ossifikation durch Knochen zu ersetzen (Bolander 1992).

Die unregelmallig angeordneten Trabekel des Geflechtknochens aus der enchondralen
und der intramembrandsen Ossifikation verbinden sich im weiteren Verlauf zum
knoéchernen harten Kallus. Im Gegensatz zu reifem Lamellenknochen verlauft der sich
bildende Geflechtknochen des Kallus nicht entlang mechanischer Belastungslinien,
sondern entlang der neuen Kapillarsprossen. Durch Mineralisation der Grundsubstanz
hartet der Kallus aus. Nekrotischer Knochen wird abgebaut und mineralisierter Knorpel
umgebaut. Hierbei wird kalzifizierter Knorpel durch Osteoklasten resorbiert und durch
Geflechtknochen ersetzt.

In der letzten Phase wird der entstandene Geflechtknochen entsprechend der
mechanischen Belastung in lamellaren Knochen umgewandelt (Modeling) und es
kommt zur Wiederherstellung (Remodeling) der normalen Knochenkontur, der
ursprunglichen Knochenstruktur mit Havers- und Volkmann-Systemen sowie des

ursprunglichen durchgehenden Markraums (McKibbin 1978).

2.4 Storungen und Komplikationen der Frakturheilung

Komplikationen nach Knochenbrichen umfassen neben Blutverlusten, Infektionen,

Haut- und Weichteilschaden, Bandverletzungen, Gefal3- und Nervenverletzungen,
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Kompartmentsyndrom, Luxationen, Sudeck-Reflexdystrophie auch Stérungen und
Komplikationen der Knochenbruchheilung wie Fehlstellungen, verzogerte Heilungen,
Non-Unions und Pseudarthrosen. Diese Komplikationen kdnnen sowohl nach

konservativer als auch nach operativer Behandlung auftreten (Ruter et al. 2003).

2.4.1 Verzogerte Frakturheilung

Die Heilung einer Fraktur hangt von verschiedenen Faktoren ab und wird mafigeblich
von der Biologie und der mechanischen Stabilitat (Osteosynthese) bestimmt. Aufgrund
der Vielzahl an Faktoren, die die Knochenheilung beeinflussen, kommt es im klinischen
Alltag zu unterschiedlichen Heilungsverlaufen bei verschiedenen Patientengruppen.
Wahrend Frakturen beim Erwachsenen ublicherweise nach vier Monaten knochern
uberbruckt sind, kann dies bei Kindern bereits nach vier bis sechs Wochen und bei
Frakturen mit einhergehendem schweren Weichteilschaden erst nach neun Monaten
der Fall sein.

Eine verzogerte Frakturheilung (Delayed Union) liegt vor, wenn eine Fraktur nach
normaler Heilungszeit noch nicht knochern Uberbruckt ist. In diesem Fall sollten weitere
therapeutische MalRnahmen ergriffen werden, um die Ausbildung einer Pseudarthrose
oder eines Implantatversagens zu vermeiden. Diese Malnahmen umfassen eine
Verbesserung der mechanischen Stabilitat, eine biologische Stimulation mittels
Anlagerung autologer Spongiosa oder den Einsatz physikalischer Mallinahmen wie z. B.

einer StolRwellentherapie oder die Applikation rekombinanter Wachstumsfaktoren.

2.4.2 Ausbleibende Frakturheilung

Eine Non-Union liegt klinisch vor, wenn sechs Monate nach der Frakturentstehung
weder klinisch noch radiologisch eine knocherne Heilung der Fraktur nachzuweisen ist.
Sie ist definiert als Ende aller reparativen Heilungsprozesse ohne Vereinigung der
Knochenfragmente (Rodriguez-Merchan & Forriol 2004). Von einer Pseudarthrose
(Falschgelenk) spricht man, wenn es zur Ausbildung eines falschen Gelenks mit einer
mit Knorpel ausgekleideten Gelenkhohle und Produktion von Synovialflissigkeit kommt
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(Megas & Panagiotis 2005). Non-Unions sowie Pseudarthrosen kénnen an Diaphysen
und Metaphysen langer Rohrenknochen, aber auch an kurzen Knochen entstehen.

Als Ursachen fur eine ausbleibende Frakturheilung lassen sich verschiedene Faktoren
ausmachen. Sowohl lokale als auch systemische Faktoren kdnnen zur Ausbildung einer
Pseudarthrose fuhren. Diese Faktoren kdnnen in mechanische und/oder biologische
unterteilt werden. Zu den systemischen Faktoren zahlen das Lebensalter, Kachexie,
Behandlung mit Corticosteroiden, Zytostatika, schwere Verbrennungen, Bestrahlungen,
schlechter Gesundheitszustand, endokrine Erkrankungen, Vitamin C-, Vitamin D- und
Calcium-Mangel (Hulth 1989; Glowacki 1998). Lokale Faktoren wie eine mangelnde
Ruhigstellung (mechanische Instabilitat) der Fraktur mit daraus resultierender
permanenter Unruhe sowie Mikrotraumen im Frakturspalt durch Schub- und
Scherkrafte, wiederholte Reposition, eine Interposition von Bindegewebe, Distraktion
der Frakturfragmente, segmentale Defekte, der Verlust von Knochensubstanz,
Knochenfragmentnekrosen, Infektionen, ungentgende Blutversorgung der Fragmente,
mangelnder Kontakt der Frakturfragmente oder ein schweres Weichteiltrauma
begunstigen ebenfalls die Ausbildung einer Pseudarthrose (Charnley 1970; Megas &
Panagiotis 2005; Calori et al. 2007).

Pseudarthrosen lassen sich nach verschiedenen Kriterien klassifizieren. In Abhangigkeit
vom Vorliegen einer Infektion lassen sie sich in septische und aseptische
Pseudarthrosen einteilen, in Abhangigkeit von der Stabilitat in stabile und instabile
Pseudarthrosen sowie nach ihrem radiologischen Erscheinungsbild in hypertrophe und
atrophe Pseudarthrosen (Reed et al. 2002). Hierbei wird nach allgemeingultigem
Konsens die hypertrophe Pseudarthrose als biologisch aktiv, vital und hypervaskular
sowie die atrophe Pseudarthrose als biologisch inaktiv, avital und avaskular
beschrieben (Weber & Brunner 1981; Bohler 1982; Paley et al 1989; Frolke & Patka
2007).

Bei der hypertrophen Pseudarthrose findet man demnach eine gute Vaskularisierung
mit verbleibendem Frakturspalt. Dieser Frakturspalt kann bei bestehender Instabilitat
nicht verkndchern, obwohl eine hohe osteogene Potenz vorliegt. Das Problem ist in der
mechanischen Instabilitdt begrindet. Radiologisch zeigt sich ein persistierender
Frakturspalt mit reaktiver Sklerosierung des umgebenden Knochens und fibrosem
Gewebe im Frakturspalt, eine fehlende knocherne Uberbriickung des Frakturspalts

sowie eine elefantenfuldartige Auftreibung der beiden Knochenenden (Megas &
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Panagiotis 2005). Therapeutisch genugt meist eine mechanische Stabilisierung der
Fraktur, um eine knécherne Uberbriickung zu erzielen (Schenk et al. 1968).

Der atrophen Pseudarthrose liegt ursachlich eine Stoérung des biologischen
Heilungsprozesses zugrunde. Radiologisch zeigt sich hier ebenfalls ein persistierender
Frakturspalt ohne Kallus-Uberbriickung mit fibrdsem Gewebe im Frakturspalt, jedoch
mit abgerundeten resorbierten Knochenenden, einer reaktiven Sklerosierung und einer
quantitativ verminderten Knochensubstanz aufgrund der Atrophie des frakturnahen
Knochens (Megas & Panagiotis 2005). Die Therapie der atrophen Pseudarthrose ist
haufig schwieriger und aufwendiger (Megas & Panagiotis 2005). So sollten neben einer
ausreichenden  Stabilisierung (evil. Reosteosynthese) avitale und infizierte
Knochenareale entfernt und der Knochendefekt mit weiteren MalRnahmen wie
beispielsweise einer autologen Spongiosa-Transplantation wieder aufgebaut werden
(Ring et al. 1997). Die Ursachen fiur atrophe Pseudarthrosen sind multifaktoriell und
noch unzureichend bekannt. Die Behandlung stellt weiterhin eine grol3e therapeutische
Herausforderung dar (Choi et al. 2004); bisher konnte keine vollstandig
zufriedenstellende Behandlungsmoglichkeit gefunden werden (Hannouche et al. 2001).

2.5 Pseudarthrosen und Angiogenese

Die Frakturheilung ist ein komplexer Prozess und bedarf intensiver Erforschung, um
unser Verstandnis Uber die zugrunde liegenden Mechanismen zu erweitern. Die Heilung
von Knochenfrakturen wurde an einer Vielzahl von Tiermodellen und in klinischen
Studien untersucht. Trotz des wachsenden Wissens uber die Vorgange wahrend der
Frakturheilung stellen die verzogerte Frakturheilung sowie die Ausbildung von
Pseudarthrosen ein erhebliches klinisches sowie soziodkonomisches Problem dar
(Heckman & Sarasohn-Kahn 1997; Rodriguez-Merchan & Forriol 2004; Wiese & Pape
2010). Bis zu 10% aller Frakturen heilen nicht aus oder weisen zumindest eine
verzogerte Frakturheilung auf (Einhorn 1995; Goldhahn et al. 2000). Die Ursachen der
gestorten Frakturheilung bleiben weitgehend unklar (Hayda et al. 1998). Verschiedene
Faktoren koénnen die Frakturheilung beeinflussen, wobei die Vaskularisierung und
Blutversorgung entscheidende Faktoren darstellen und damit von grof3er Bedeutung fur
eine erfolgreiche Frakturheilung sind (Rhinelander 1974; Glowacki 1998; Lu et al. 2007).
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Atrophe Pseudarthrosen sind als schlecht bzw. nicht vaskularisierte Lasionen
beschrieben und als Folge eines avaskularen und biologisch inaktiven Umfeldes
bezeichnet worden (Arany et al. 1980; Weber & Brunner 1981; Bohler 1982; Paley et al.
1989; Dickson et al. 1994). Diese Annahme wurde dadurch gestitzt, dass eine
verminderte Angiogenese, also die Ausbildung von neuen GefaRen durch Wachstum
und Aussprielen aus bereits bestehenden Gefallen (Jain 2003), zu einer
Verschlechterung der Frakturheilung fuhrte (Hausman et al. 2001; Gaston & Simpson
2007) und die Entstehung von Pseudarthrosen in segmentalen Defekten mit einer
verminderten Vaskularisierung einherging (Claes et al. 2003). Auch flhrte eine
Unterbrechung der lokalen Blutversorgung im Frakturbereich zu einer Beeintrachtigung
der normalen Frakturheilung (Wallace et al. 1991). Umgekehrt konnten verschiedene
Studien zeigen, dass eine Stimulation der Angiogenese zu einer Verbesserung der
Frakturheilung fuhrt (Eckardt et al. 2005; Li et al. 2009; Stewart et al. 2011).

Jedoch haben neuere Studien gezeigt, dass atrophe Pseudarthrosen nicht nur
metabolisch aktiv (Segmduller et al. 1969; Brownlow & Simpson 2000), sondern auch
durchaus vaskularisiert sein konnen (Santavirta et al. 1992; Volpon 1994; Brownlow et
al. 2002; Reed et al. 2002; Reed et al. 2003; Choi et al. 2004; Garcia et al. 2008b).
Unbestritten ist, dass die Ausbildung eines Gefallsystems und die Mikrozirkulation von
immenser Bedeutung sind fur die Regeneration von lebendem Knochen (Schmid et al.
1997). Die Angiogenese dient der Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen, dem
Abtransport von Abbauprodukten sowie der Rekrutierung verschiedenster Zellen und
Mediatoren (Lienau et al. 2009).

Verschiedene Autoren haben in der nahen Vergangenheit postuliert, dass die fruhe
Angiogenese ausschlaggebend fur den Frakturheilungsprozess sein konnte und
mdglicherweise sogar den Ausgang des Frakturheilungsprozesses bestimmt (Reed et
al. 2003). Die Angiogenese geht der Osteogenese zeitlich voraus (Winet et al. 1990)
und stellt einen der ersten Vorgange in der Ausbildung von neuem Knochengewebe dar,
sowohl bei der enchondralen als auch der intramembrandsen Ossifikation (Kanczler &
Oreffo 2008).

Obwonhl die Angiogenese in unterschiedlichen Frakturmodellen untersucht wurde, ist
nicht bekannt, welche Verbindung zwischen der Angiogenese und der Ausbildung einer
Pseudarthrose besteht und ob die Vaskularisierung wahrend der Ausbildung einer
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Pseudarthrose beeintrachtigt ist und wie dies mit dem Expressionsmuster verschiedener
angiogener Molekule in Verbindung steht.

Wahrend hypertrophe Pseudarthrosen in den meisten Fallen mittels einer stabilen
Osteosynthese ausreichend behandelt werden kénnen, verbleibt die Behandlung von
atrophen Pseudarthrosen oft eine Herausforderung. Viele verschiedene Strategien sind
zur Behandlung einer atrophen Pseudarthrosen beschrieben worden, jedoch besteht
kein gemeinsamer Konsens uber eine optimale Behandlung (Hayda & Bosse 2006). Ein
Grund dafir ist sicherlich das unzureichende Wissen Uber die beteiligten
pathophysiologischen Mechanismen. Wie bei vielen anderen Erkrankungen sind die
atiologischen Faktoren multifaktoriell und nur ungenugend bekannt. Als wichtiger
auslosender Faktor wird eine schlechte Biologie angenommen, im Sinne einer
veranderten Vaskularisierung im Frakturbereich. In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass VEGF, eine der potentesten angiogenen Substanzen, eine wichtige Rolle
wahrend der Frakturheilung spielt (Pufe et al. 2002). Eine Stimulation der Angiogenese
durch Zusatz von VEGF im Frakturbereich durch Gentransfer (Tarkka et al. 2003) oder
direkte Applikation (Eckardt et al. 2005; Geiger et al. 2005) fuhrte zu einer verbesserten
Frakturheilung an sich sowie zur Heilung im Pseudarthrose-Modell. Wachstumsfaktoren
generell konnten Kklinisch zur Anwendung kommen, um die Frakturheilung zu
stimulieren, z. B. zur Therapie von Pseudarthrosen oder um deren Entstehung zu
vermeiden (Lieberman et al. 2002).

Interessanterweise beschrieben Reed et al., dass etablierte atrophe Pseudarthrosen
nicht weniger vaskularisiert sind als hypertrophe Pseudarthrosen oder verheilende
Frakturen (Reed et al. 2002). Allerdings fanden sie in ihrem Tiermodell einer atrophen
Pseudarthrose eine geringere Vaskularisierung in der ersten Woche der Frakturheilung.
Nach diesem Zeitpunkt fanden sie keine weiteren Unterschiede zwischen der Non-
Union- und der Union-Versuchsgruppe (Reed et al. 2003). Auch Brownlow et al.
konnten in ihrer Studie nach einer initial beeintrachtigten Vaskularisierung eine
ausreichende GefalRversorgung von atrophen Pseudarthrosen nachweisen (Brownlow
et al. 2002). Jedoch wurde die atrophe Pseudarthrose in beiden Studien durch
Resektion des Periosts herbeigefuhrt. Damit ist fraglich, ob die Verzégerung der frihen
Vaskularisierung Ursache der Pseudarthrose war oder lediglich eine Folge der
periostalen Resektion.
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Der zeitliche Verlauf der Angiogenese scheint von grofter Wichtigkeit zu sein und
bestimmt moglicherweise den Ausgang der Frakturheilung. Die molekularen
Mechanismen, welche die Angiogenese wahrend der Frakturheilung regulieren, sind
nicht vollstandig verstanden. Dartber hinaus ist die Beziehung zwischen Angiogenese
und enchondraler sowie intramembrandser Knochenbildung auch nicht geklart. So
konnte bei intakter Angiogenese in Pseudarthrosen eine beeintrachtigte Expression
oder ein Missverhaltnis von osteogenen Wachstumsfaktoren als Ursache fur das
Versagen des Heilungsprozesses in Frage kommen. Um die komplexen Mechanismen
zu untersuchen, die einer Pseudarthrose obliegen, auch in Anbetracht einer
moglicherweise verzogerten Angiogenese, bedarf es experimenteller Tiermodelle, um
die molekularen Vorgange zu verstehen und um therapeutische Verfahren,
pharmakologische Substanzen und Scaffolds in ihrem Potenzial, die Angiogenese und
Frakturheilung zu férdern, zu beurteilen.

Deshalb war das Ziel dieser Studie, die zeitliche und raumliche Vaskularisierung
wahrend der Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose in einem Mause-Femur-
Frakturmodell im Vergleich zu einer normal heilenden Fraktur quantitativ zu bestimmen
und die Expression wichtiger angiogener und osteogener Molekile und

Wachstumsfaktoren wahrend der Frakturheilung quantitativ zu untersuchen.

2.6 Frakturmodell

Tiermodelle sind ein wichtiger Bestandteil fur die Erforschung der Vorgange wahrend
der Frakturheilung. Eine Vielzahl von Frakturmodellen wurde fur verschiedene Spezies
wie z. B. Mause (Hiltunen et al. 1993; Garcia et al. 2008b; Holstein et al. 2009), Ratten
(Bonnarens & Einhorn 1984; Hietaniemi et al. 1995; Kokubu et al. 2003), Hunde (Olerud
& Danckwardt-Lilliestrom 1968; dos Santos Neto & Volpon 1984; Risselada et al. 2006)
oder Schafe (Cheal et al. 1991; Viateau et al. 2004; Claes et al. 2009) zur Untersuchung
physiologischer und pathologischer Vorgange wahrend der Knochenbruchheilung
entwickelt. Kleintiermodelle haben sich aufgrund der geringen Kosten flr die Tiere,
deren Zucht und Haltung sowie der Moglichkeit der Untersuchung grol3er
Versuchsgruppen zunehmend etabliert (Roach et al. 1989). Die Maus wird in vielen
Forschungsbereichen verwendet und hat sich auch in der Traumaforschung etabliert,

14



Einleitung

wo sie die Untersuchung physiologischer und pathophysiologischer Vorgange,
insbesondere auf molekularer Ebene, wahrend der Frakturheilung zulasst. Dies wird
ermoglicht durch die Verfugbarkeit von transgenen sowie Knock-out-Stammen wie auch
durch biomedizinische Werkzeuge wie monoklonale Antikdrper (Einhorn 1998; Jacenko
& Olsen 1995; Davey et al. 2004). Die anatomischen GroRenverhaltnisse der Maus
stellen hierbei eine Herausforderung in der Entwicklung von Frakturmodellen dar. So
sind fur die Frakturierung und Osteosynthese eines Mausefemurs spezielle technische
und mikrochirurgische Voraussetzungen notwendig.

In bisherigen Frakturmodellen der Maus wurde die Frakturheilung groitenteils an der
Rippe, der Tibia sowie dem Femur untersucht (Bourque et al. 1992; Hiltunen et al.
1993; Cho et al. 2002; Holstein et al. 2007; Nakase et al. 1994; Manigrasso & O'Connor
2004). Die anatomischen Vorteile des Femurs gegenuber der Tibia liegen in einem
einheitlichen runden Querschnitt mit guter Weichteildeckung und einer besseren
Madglichkeit einer operativen Frakturstabilisierung (Cheung et al. 2003; Holstein et al.
2009). Bei diesen Tibia- und Femurfraktur-Modellen unterscheidet man zwischen
geschlossener und offener Frakturierung. Bei den geschlossenen Modellen wird mit
einer stumpfen Guillotine eine Fraktur mit geringem Weichteilschaden erzeugt (Hiltunen
et al. 1993; Bonnarens & Einhorn 1984; Manigrasso & O'Connor 2004), beim offenen
Frakturmodell wird der Knochen uUber einen lateralen Zugang unter Sicht frakturiert
(Cheung et al. 2003; Garcia et al. 2008a). Femur bzw. Tibia werden dann nach
definierten Zeitabschnitten explantiert und die Frakturheilung mit radiologischen,
biomechanischen, histologischen und molekularbiologischen Methoden untersucht.

Ein Nachteil im Rahmen der angewendeten Frakturmodelle ist eine mangelnde
Rotationsstabilitat im Frakturbereich. Wegen der schwierigen Reposition nach
Frakturerzeugung  erfolgte  die Frakturierung  zumeist nach  vorheriger
Implantateinbringung (Manigrasso & O'Connor 2004). Zur Verbesserung der Stabilitat
wurde ein Modell entwickelt, welches Uber eine Pin-Clip-Fixierung eine rotationsstabile
Osteosynthese erzeugt (Garcia et al. 2008a), die uber einen segmentalen
Knochendefekt zuverlassig zur Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose fuhrt (Garcia
et al. 2008b) und damit die Studie von Segmentdefekten und entstehenden
Pseudarthrosen erlaubt. Dieses Modell kommt in dieser Studie zur Anwendung.
Daneben gibt es noch eine Vielzahl anderer Modelle mit ihren jeweiligen Vor- und

Nachteilen, die zur Ausbildung einer Pseudarthrose flihren, beispielsweise durch
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Interposition von Weichteilen (Fujita et al. 1998), Stripping des Periosts (Brownlow &
Simpson 2000; Kokubu et al. 2003), Kauterisierung des Periosts (Oetgen et al. 2008),
Erzeugung von segmentalen Defekten (Einhorn 1998) und Entfernung des
Knochenmarks (Oni 1995).

Aufgrund von Unterschieden in der Anatomie sowie der Physiologie der Frakturheilung
bei unterschiedlichen Spezies muss die Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen
jedoch kritisch diskutiert werden (Nunamaker 1998; Auer et al. 2007). Kein Tiermodell
kann direkt auf den Menschen Ubertragen werden (Roach et al. 1989). So besitzt die
Maus im Vergleich zum Menschen beispielsweise eine primitivere Knochenstruktur
(Horner et al. 1997) ohne Havers-Systeme (Nunamaker 1998). Die Schritte der
Frakturheilung laufen schneller ab als beim Menschen. So sind beim Menschen die
Knochenfragmente nach ca. drei bis vier Wochen durch Bindegewebe und Knorpel
weich miteinander verbunden, an der Maus dagegen ist diese Phase der Frakturheilung

schon nach 10-14 Tagen zu beobachten (Manigrasso & O'Connor, 2004).

2.7 Analyse der Vaskularisierung und Frakturheilung

Verschiedene Tiermodelle fanden Verwendung zur Untersuchung von angiogenen
Vorgangen und unterschiedliche Methoden wurden beschrieben, um die

Vaskularisierung wahrend der Frakturheilung zu untersuchen:

e Immunhistochemistry (Brownlow et al. 2002; Lu et al. 2006)

e Genetic labelling of endothelial cells (Lu et al. 2006)

e Optical bone chamber (Winet & Bao 1997)

e Calvarian bone chamber (Klenke et al. 2005)

e Femur window (Hansen-Algenstaedt et al. 2005)

e Blood vessel casting (Lu et al. 2006; dos Santos Neto & Volpon 1984)
e Plastic investment technique (Chao & Inoue 2003)

e Micro-computed tomography (Lu et al. 2006)

e Microangiography (Nottebaert et al. 1989; Rhinelander 1974)

e Laser Doppler flow (Murnaghan et al. 2006)

e Power Doppler assessment (Risselada et al. 2006)
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Die am weitesten verbreiteten Verfahren zur quantitativen Bestimmung der GefaRdichte
sind histologische Methoden. Sie sind gut geeignet zur Bestimmung der Gefaldichte zu
einem bestimmten Zeitpunkt, allerdings mussen die Versuchstiere fur die Auswertung
getotet werden (Brownlow et al. 2002). Jedoch bietet dieses Verfahren nicht die
Madglichkeit, den zeitlichen Ablauf der Angiogenese einhergehend mit dem Einspriel3en
von GefalRen und der Ausbildung von Gefal3-Netzwerken zu untersuchen. Dynamische
Perfusionsprozesse im entstehenden vaskularen Netzwerk kdonnen ebenfalls nicht
untersucht werden. Auch bieten sie keine Mdoglichkeit, den Ursprung des Gefal3-
Netzwerks zu untersuchen, ob es vom Endost, Periost oder den umgebenden
Weichteilen entstammt. Eine weitere Einschrankung der immunhistologischen Verfahren
liegt in der Spezifitat der verwendeten Antikorper. Bei den zumeist verwendeten
Antikdrpern handelt es sich um Antikorper gegen CD31, Alpha-smooth Muscle-Actin
und den Von-Willebrandt-Faktor. Obwohl nicht alle Blutgefalie eine positive Farbung fur
Alpha-smooth Muscle-Actin zeigen, nutzen viele dieses Molekll, weil es die stabilsten
Ergebnisse liefert.

Knochen-Fenster-Modelle bieten die Maoglichkeit, die Angiogenese wahrend der
Frakturheilung in vivo zu untersuchen. Im Gegensatz zu histologischen Verfahren sind
diese Methoden nicht gut etabliert und kompliziert in ihrer Anwendung. Solche Fenster-
Modelle wurden fur die Schadel von Mausen und Ratten sowie auch fur das Mause-
Femur beschrieben. Der Schadel ist ein Knochen ohne Gewichtsbelastung, so dass es
unklar bleibt, ob und in welchem Ausmal die Ergebnisse dieses Modells unser
Verstandnis fur die Frakturheilung in langen Knochen erweitern kdnnen. Das Femur-
Fenster ist ein vielversprechendes Modell, um die Angiogenese in heilenden
Knochendefekten in vivo zu untersuchen, hat aber auch seine Einschrankungen. Leider
kénnen nur oberflachliche Knochendefekte, aber nicht vollstandige Femur-Frakturen in
Mausen untersucht werden (Hansen-Algenstaedt et al. 2005).

Das Auszahlen von BlutgefalRen, die Plastic Investment Technik und das Micro-CT
unter Verwendung von Bariumsulfat ermoglichen die Sichtbarmachung von groReren
Blutgefallen im Frakturbereich, nicht aber kleinerer GefalRe und Kapillaren.
Auszahlmodelle machen es notwendig, die Versuchstiere zu téten und lassen keine
Untersuchung der zeitlichen Abfolge der Angiogenese wahrend der Frakturheilung zu.
Eine weitere Moglichkeit, die angiogene Potenz wahrend der Frakturheilung quantitativ

zu untersuchen, ohne Gefalle auszahlen zu mussen, ist die Quantifizierung der
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Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren. Analog kann zur Beurteilung der
osteogene Potenz wahrend der Frakturheilung anstelle der quantitativen Bestimmung
des Kallus die Quantifizierung von osteogenen Wachstumsfaktoren erfolgen.

Viele lokale und systemische Faktoren, die wahrend der Frakturheilung aktiv sind,
haben direkte oder indirekte chondrogene, osteogene oder angiogene Wirkungen
(Carano & Filvaroff 2003). Unter einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren sind fur die
Angiogenese und fur die Osteogenese wahrend der Frakturheilung unter anderen von
besonderer Bedeutung: VEGF, BMP-2/-4, Sclerostin, Noggin, Ang-1, Tie-2, MMP13 und
Cyr61. Zusatzlich kann PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) als
Proliferationsmarker eingesetzt und damit die Regenerationsfahigkeit des Gewebes
bestimmt werden (Sarraf et al. 1991; latropoulos & Williams 1996).

271 VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor wurde als Wachstumsfaktor des GefalRendothels
charakterisiert und als VEGF bezeichnet (Ferrara & Henzel 1989; Gospodarowicz et al.
1989; Tischer et al. 1989). Die Funktion der VEGF-Familie ist sehr weitgreifend (Plate &
Warnke 1997; Ferrara 2000; Josko et al. 2000; Shibuya 2008), jedoch hauptsachlich
verantwortlich flir die Angiogenese, Vaskulogenese und die Stimulation von
Endothelzellen (Nicosia 1998). Bei intrazellularem Sauerstoff-Mangel werden Hypoxia
Inducible Factors (HIF) gebildet, welche die Synthese und Ausschuttung von VEGF
induzieren und damit die Angiogenese fordern (Dor et al. 2001; Semenza 2003).

VEGEF spielt eine wichtige Rolle in der Frakturheilung (Deckers et al. 2000; Street et al.
2002; Keramaris et al. 2008; Beamer et al. 2009). Es hat Einfluss auf die
Knochenentwicklung durch Regulation des Uberlebens und der Aktivitdt von Endothel-,
Knorpel und Knochenzellen (Street et al. 2002; Coultas et al. 2005) und konnte als
Schlisselmolekul fir die Angiogenese wahrend der sekundaren Frakturheilung
bestimmt werden, in der es an verschiedenen Reparaturprozessen involviert ist
(Ferguson et al. 1999), zu einer verbesserten Vaskularisierung und Regeneration des
frakturierten Knochens fuhrt (Geiger et al. 2005) und die Knochenbildung stimuliert
(Gerber et al. 1999). So ist dieser angiogene Wachstumsfaktor wahrend der sekundaren

Frakturheilung fir das EinsprieBen von neuen BlutgefaRen und die Differenzierung
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mesenchymaler Zellen von Bedeutung (Caplan 1990), wie auch fur die Entstehung und
die Mineralisierung neuen Knochens (Geiger et al. 2005; Dai & Rabie 2007). Im
unverletzten Knochen ist VEGF nur geringfugig nachweisbar (Pufe et al. 2002).

VEGF scheint in der Frihphase der Frakturheilung flur die Revaskularisierung des
Frakturbereichs verantwortlich (Pufe et al. 2002), wobei sich in den ersten sieben Tagen
eine vermehrte Expression nachweisen lasst (Uchida et al. 2003), vor allem im
Frakturhamatom (Street et al. 2000). VEGF selbst hat auch Einfluss auf die
Knochenbildung durch Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren wie BMP-2
(Bouletreau et al. 2002) oder durch direkte Stimulation von Osteoblasten (Deckers et al.
2000). Weiterhin bedingt VEGF die Proliferation von Fibroblasten, Osteoblasten und
Chondroblasten aus mesenchymalen Vorlauferzellen (Gerber & Ferrara 2000; Carlevaro
et al. 2000; Horner et al. 1999). Diese sezernieren im reifen Zustand selbst VEGF und
stimulieren umgebende Zellen (Carlevaro et al. 2000). Hypertrophe Chondrozyten
exprimieren im Rahmen der Frakturheilung VEGF, im Gegensatz zu ruhenden und
proliferierenden Knorpelzellen (Gerber et al. 1999; Harper & Klagsbrun 1999; Carlevaro
et al. 2000), und leiten die enchondrale Ossifikation ein (Maes et al. 2002). VEGF
verbindet wahrend der Frakturheilung die Angiogenese, die Resorption des Knorpels
und die Knochenbildung miteinander (Gerber et al. 1999; Street et al 2002).

Ein VEGF-Mangel durch Anwendung eines I6slichen neutralisierenden VEGF-Rezeptors
fuhrt zu einer verminderten Angiogenese, Knochenbildung und Mineralisation des Kallus
(Street et al. 2002), VEGF-antagonisierende Antikorper zu einer beeintrachtigten
Frakturheilung und der Ausbildung einer Pseudarthrose (Chu et al. 2009), ebenso wie
eine Inhibition von VEGF (Hausman et al. 2001; Gaston & Simpson 2007). Eine
exogene Zufuhr von VEGF stimuliert dagegen die Osteoblastenaktivitat und
Vaskularisierung des Kallus (Geiger et al. 2005) sowie die Knochenheilung (Street et al
2002; Tarkka et al 2003; Eckardt et al. 2005), so dass man VEGF zur Behandlung von
Pseudarthrosen einsetzten konnte (Geiger et al. 2005; Keramaris et al. 2008). Jedoch
konnte auch beobachtet werden, dass VEGF diese Wirkungen allein nicht zu vermitteln
vermag, sondern auf die Anwesenheit anderer Wachstumsfaktoren wie BMP’s
angewiesen ist (Peng et al. 2002; Peng et al. 2005a). In einem Modell mit
beeintrachtigter Frakturheilung konnte einerseits eine verringerte VEGF-Expression in
der Versuchsgruppe mit der verzogerten Heilung (Lienau et al. 2009), andererseits eine

vermehrte VEGF-Expression im Serum (Sarahrudi et al. 2009) nachgewiesen werden.
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2.7.2 BMP’s und ihre Antagonisten Sclerostin und Noggin

BMP’s (Bone morphogenetic proteins) sind Wachstumsfaktoren, die stimulierend und
fordernd auf die Knochenbildung wirken (Urist 1965). Sie gehdéren zur TGF-B
Superfamilie (Transforming Growth Factor) und sind von Bedeutung fur die
Organogenese, Knochenbildung und Knochenregeneration sowie an verschiedenen
Krankheitsprozessen beteiligt (Riley et al. 1996). Sie induzieren eine Vielzahl von
Prozessen wie die Proliferation und Differenzierung von mesenchymalen Zellen und
Knochenvorlauferzellen (Campbell & Kaplan 1992), die Angiogenese und Synthese von
extrazellularer Matrix (Reddi 2001).

Vor allem BMP-2 und BMP-4 sind von grol3er Bedeutung flr die Frakturheilung
(Bostrom et al. 1995; Schmitt et al. 1999), indem sie die Differenzierung von
mesenchymalen Zellen zu Chondroblasten und Osteoblasten stimulieren (Yamaguchi et
al. 1996; Schmitt et al. 1999; Cheng et al. 2003) und damit die Frakturheilung
beeinflussen. BMP-2 fordert die Frakturheilung und Knochenregeneration (Gerhart et al.
1993; Bostrom et al. 1996; Baltzer et al. 2000), indem es die Chondrozytenproliferation
(Minina et al. 2001), die enchondrale Knochenbildung (Yasko et al. 1992) und die
Differenzierung von Osteoblasten stimuliert (Deckers et al. 2002). Umgekehrt fuhrt ein
Fehlen von BMP-2 zu einer Beeintrachtigung der frihen Phase der Frakturheilung (Tsuji
et al. 2006). Ein Mangel von BMP-4 dagegen zeigte dagegen keine negative
Beeinflussung der Frakturheilung (Tsuji et al. 2008).

Die osteoinduktive Wirkung hat =zur klinischen Anwendung von BMP’s bei
Skelettverletzungen und Skeletterkrankungen gefihrt und koénnte auch einen
erfolgversprechenden Einsatz in der Behandlung von segmentalen Knochendefekten
und Pseudarthrosen haben (Heckman et al. 1991; Johnson et al. 1992; Wozney &
Rosen 1998; Chu et al. 2007; Schmidmaier et al. 2007; Kanakaris et al. 2009; Betz et al.
2009), auch wenn Studien mit Pseudarthrose-Modellen und der Anwendung von BMP’s
nicht GbermafRig erfolgversprechend waren (Bostrom & Camacho 1998; Friedlaender et
al. 2001; Kujala et al. 2002). Hinsichtlich der Aktivitat der BMP’s in Pseudarthrosen ist
die Datenlage kontrovers. Zum einen scheinen sie in Pseudarthrosen nicht
beeintrachtigt zu sein (Kloen et al. 2003), zum anderen zeigte sich ein vermindertes
Vorliegen von BMP’s in Pseudarthrosen (Niikura et al. 2006; Kwong et al. 2009b) und

eine verminderte Expression im Delayed-Union-Modell (Lienau et al. 2010).
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BMP’s stimulieren neben der Knochenbildung auch die Angiogenese (Moutsatsos et al.
2001), indem sie die Synthese und Sekretion angiogen wirksamer Wachstumsfaktoren
wie VEGF fordern (Deckers et al. 2002). Diese positive Wirkung auf die Angiogenese
konnte auch wahrend der Frakturheilung nachgewiesen werden (Ripamonti et al. 2000).
Zusatzlich zeigen VEGF und die BMP’s eine gemeinsame, synergistische Wirkung auf
die Frakturheilung (Peng et al. 2002; Patel et al. 2008; Kumar et al. 2010), wobei das
Verhaltnis von VEGF zu den BMP’s eine wichtige Rolle spielt (Peng et al. 2002; Peng et
al. 2005a).

Sclerostin ist ein von Osteozyten exprimiertes Protein, welches reprimierend auf den
Knochenstoffwechsel einwirkt (Kusu et al. 2003), indem es die Differenzierung von
Mesenchymzellen und Osteoblastenvorlaufern hemmt. Durch antagonisierende Wirkung
auf den Knochenwachstum-stimulierenden Wnt-Signalweg (Piters et al. 2008; Macsai et
al. 2008) vermindert Sclerostin die Uber BMP’s stimulierte Knochenbildung (Li et al.
2005; van Bezooijen et al. 2007; ten Dijke et al. 2008), es fungiert also als BMP-
Antagonist. Zusatzlich fordert Sclerostin die Apoptose von Osteoblasten (Sutherland et
al. 2004). Eine Inaktivierung von Sclerostin fuhrt zu einer vermehrten Knochenbildung,
Knochenmasse und Knochenstarke (Li et al. 2008; Ominsky et al. 2010a), eine
Uberexpression dagegen entsprechend zu einer Verminderung durch Reduktion der
Osteoblastenaktivitat (Winkler et al. 2003).

Hinsichtlich der Rolle in der Frakturheilung ist die Datenlage fur Sclerostin durftig. Da
der Knochenwachstum-stimulierende Wnt-Signalweg flr die Frakturheilung von
Bedeutung ist (Hadjiargyrou et al. 2002; Zhong et al. 2006; Secreto et al. 2009) und
diese durch zusatzliche Stimulation womaoglich beschleunigen konnte (Chen & Alman
2009), ware eine Ausschaltung der antagonisierenden Wirkung des Sclerostins auf
diesen Signalweg von Bedeutung zur Stimulation der Frakturheilung (Ominsky et al.
2010b). So kann eine Inaktivierung von Sclerostin den kndchernen Heilungsverlauf
positiv beeinflussen (Agholme et al. 2010), die Kallusdichte und Knochenstarke erhdohen
und die Frakturheilung beschleunigen (Paszty et al. 2010). In atrophen Pseudarthrosen
zeigte sich eine verminderte Expression von Sclerostin (Niikura et al. 2006).

Noggin (Smith & Harland 1992) ist ebenfalls ein BMP-Antagonist (Gazzerro et al. 1998).
Es handelt sich dabei um ein extrazellulares Polypeptid, welches die durch die TGF-3
Familie (Transforming Growth Factor) vermittelte Signaltransduktion inhibiert
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(Zimmerman et al. 1996). Die TGF-B Familie moduliert die Proliferation, Apoptose,
Aktivierung und Differenzierung seiner entsprechenden Zielzellen (Massagué 1990).

Ein Noggin-Mangel bzw. eine Inhibition bedingen eine Hyperplasie des Knorpels
wahrend der Knochenentwicklung, eine beeintrachtigte Ausbildung von Gelenken
(Brunet et al. 1998; Gong et al. 1999) und eine vermehrte sowie beschleunigte
Knochenbildung (Wan et al. 2007; Tsialogiannis et al. 2009). Eine Uberexpression von
Noggin bewirkt dagegen eine verminderte Aktivitat und Differenzierung von
Osteoblasten (Gazzerro et al. 1998; Wu et al. 2003; Tsialogiannis et al. 2009), eine
Beeintrachtigung der Knochenbildung (Aspenberg et al. 2001) und eine vermehrte
Knochenbruchigkeit bei vermehrter Knochenmasse (Okamoto et al. 2006).

Noggin spielt eine wichtige Rolle bei der Knochenentwicklung wie auch der
Kallusausbildung wahrend der Frakturheilung (Kwong et al. 2009a), wobei die Balance
mit BMP-4 von grof3er Bedeutung ist (Yoshimura et al. 2001), weil es als Antagonist von
BMP’s beschrieben wurde (Zimmerman et al. 1996).

Jedoch vermittelt Noggin nicht nur eine inhibitorische Wirkung auf die Frakturheilung, es
wird auch im Rahmen der normalen Frakturheilung vermehrt exprimiert (Dean et al.
2010) und Ubt einen positiven Einfluss auf den Heilungsprozess aus (Peng et al.
2005b). Fur einen stimulierenden Effekt spricht auch, dass es zusammen mit Sclerostin
einen Komplex bildet, was die antagonistische Wirkung der beiden Molekule reduziert
und auf die Knochenbildung stimulierend einwirkt (Winkler et al. 2004).

In Zusammenhang mit Pseudarthrosen ist die Datenlage kontrovers. Einerseits konnte
gezeigt werden, dass es zwischen verheilenden und nicht verheilenden Frakturen
keinen Unterschied hinsichtlich der Noggin-Expression gibt (Kwong et al. 2009b),
andererseits zeigten Delayed Unions (Lienau et al. 2010) und Pseudarthrosen (Niikura

et al. 2006) eine erniedrigte Noggin-Expression.

2.7.3 Ang-1und Tie-2

Angiopoetin-1 ist ein angiogener Wachstumsfaktor und Ligand des Tie-2-Rezeptors
(Tunica interna endothelial cell kinase) (Davis et al. 1996; Maisonpierre et al. 1997;
Augustin et al. 2009). Dieser ist ein extrazellularer membranstandiger Tyrosinkinase-

Rezeptor und wird mit der Ausnahme von hamatopoetischen Vorlauferzellen fast
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ausschlieBlich von vaskularen Endothelzellen exprimiert (Dumont et al. 1992;
Maisonpierre et al. 1993; Partanen et al. 1992).

Ang-1 reguliert die Neubildung, Reifung, Umgestaltung und Stabilitat des GefalRsystems
(Fukuhara et al. 2010). Dabei spielt Tie-2 in der Vaskulogenese, der Neuausbildung von
Gefalken aus endothelialen Vorlaufern, eine untergeordnete Rolle, in der Angiogenese
dagegen, der Bildung von Gefallen aus einem bestehendem Kapillarsystem, ist es von
grol3er Wichtigkeit (Puri et al. 1999). Ang-1 scheint unverzichtbar fur die Ausreifung und
die Stabilitat von BlutgefaRen zu sein (Papapetropoulos et al. 1999; Suri et al. 1996).
Darlber hinaus schutzt es Endothelzellen vor Apoptose (Kwak et al. 1999;
Papapetropoulos et al. 2000).

Tie-2 wird primar von vaskularen Endothelzellen exprimiert. Obwohl nicht von
Osteoblasten exprimiert, fiihrt eine Uberexpression von Ang-1 neben einer gesteigerten
Angiogenese zu einer Zunahme der Osteoblastenaktivitdt und der Knochenmasse, ohne
unmittelbare Aktivierung von Osteoblasten (Suzuki et al. 2007).

Die Angiopoetine zeigen wahrend der enchondralen und intramembranosen Ossifikation
wie auch im Stoffwechsel des wachsenden Knochens ein ahnliches Expressionsmuster
wie VEGF, so dass sie und ihre Rezeptoren in der Regulation der Angiogenese
wahrend der Knochenbildung eine wichtige Rolle spielen missen (Horner et al. 2001).
Die externe Applikation eines Ang-1 Derivates fuhrte zu einem Voranschreiten der
Knochenbildung und veranschaulicht, dass eine positive Beziehung zwischen
Angiogenese und Osteogenese besteht (Park et al. 2010). Weiter konnte gezeigt
werden, dass Ang-1 die durch BMP-2 induzierte Osteoblasten Differenzierung steigert
und damit die Knochenbildung fordert (Jeong et al. 2010). In einem Modell mit
verzogerter Frakturheilung konnte eine verringerte Expression von Ang-1 (m-RNA)

nachgewiesen werden (Lienau et al. 2009).

2.7.4 MMP13

Die Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) sind fur die extrazellulare Zerlegung von
Makromolekilen  verantwortlich (Woessner  1994), unter  anderm bei
Gewebeumwandlungen, der Embryonalentwicklung, dem Wachstum, der Angiogenese,

der Wundheilung und in pathologischen Prozessen (Birkedal-Hansen et al. 1993; Visse
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& Nagase 2003; Amalinei et al. 2007). Die MMP-13 (Kollagenase 3) hydrolysiert
Komponenten der extrazellularen Matrix. Unter physiologischen Bedingungen konnte
MMP13 nur wahrend der Embryogenese des Knochengewebes in Osteoblasten und
hypertrophen Chondrozyten festgestellt werden (Stahle-Backdahl et al. 1997;
Johansson et al. 1997). In keinem normalen Gewebe (Wernicke et al. 1996; Konttinen et
al. 1999) war MMP13 nachweisbar, jedoch in chronischen Wunden (Vaalamo et al.
1997) und bei Rheuma (Wernicke et al. 1996; Stahle-Backdahl et al. 1997).

Der Auf- und Abbau von Molekulen der extrazellularen Matrix ist ein wichtiger Prozess
wahrend der Frakturheilung. MMP-13 spielt in der Resorption und im Remodelling des
Knochens eine wichtige Rolle (Yamagiwa et al. 1999; Uusitalo et al. 2000; Kosaki et al.
2007; Behonick et al. 2007). So konnte eine vermehrte Expression von MMP13 auch
wahrend der Frakturheilung in Osteoblasten und hypertrophen Chondrozyten
nachgewiesen werden (Yamagiwa et al. 1999; Uusitalo et al. 2000; Behonick et al.
2007). Eine Inaktivierung von MMP-13 flhrt zu einer Beeintrachtigung der
Knorpelresorption, der Knochenbildung und Mineralisierung des Kallus (Kosaki et al.
2007), ohne aber die Kallusfestigkeit zu beeinflussen (Behonick et al. 2007). Ein
MMP13 Mangel fuhrt zu einer verlangsamten Rekrutierung von Chondroklasten und zu
einer Verzogerung der Frakturheilung mit einem mangelhaften Eindringen von Gefallen
in den Kallus. Somit hat MMP13 einen Einfluss auf die Einleitung der Angiogenese und
die Entwicklung von Chondrozyten wahrend der Frakturheilung (Ferguson et al. 1999;
Kosaki et al. 2007). In Bezug auf eine beeintrachtigte Frakturheilung konnte bei
Patienten mit Pseudarthrosen eine erhdhte Konzentration von MMP’s im Serum
festgestellt werden (Henle et al. 2005; Zimmermann et al. 2007) und in einem Delayed-
Union-Modell eine verminderte Expression von MMP13 (Lienau et al. 2010).

2.7.5 Cyr61

Cysteine-rich-protein Cyr61 (Bork 1993) ist als extrazellulares Signalmolekul fur eine
Vielzahl zellularer Vorgange und die Synthese von extrazellularer Matrix von
Bedeutung, aber auch fir die Regulation von Prozessen wie Differenzierung,
Entwicklung, Embryogenese, Chondrogenese, Tumorwachstum, Wundheilung und
Gewebeumbau (O'Brien & Lau 1992; Kireeva et al. 1996; Lau & Lam 1999; Chen & Lau
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2009). Cyr61 ist auch von Bedeutung fur die Angiogenese (Babic et al. 1998; Fataccioli
et al. 2002), was sich mitunter darin zeigt, dass Cyr61-defiziente Mause durch
Mindervaskularisierung der Plazenta versterben (Mo et al. 2002).

Wahrend der Frakturheilung konnten erhdhte Konzentrationen von Cyr61 im Kallus
festgestellt werden. Die hochste Expression korrelierte dabei mit der Chondrogenese,
was Cyr61 eine Bedeutung in der Frakturheilung zukommen lasst (Hadjiargyrou et al.
2000). Eine stimulierende Wirkung auf die Differenzierung der Osteoblasten scheint
Cyr61 Uber eine Stimulation der Expression von BMP-2 zu vermitteln (Su et al. 2010).
Umgekehrt fuhrt eine Inaktivierung von BMP-2 zu einem Verlust der durch Cyr61
vermittelten stimulierenden Wirkung auf die Osteoblasten. Auch beeintrachtigt eine
Blockade von Cyr61 erheblich die Knochenbruchheilung (Athanasopoulos et al. 2007).
In einem Delayed-Union-Modell konnte eine verringerte Expression von Cyr61 in der
Gruppe mit der verzdgerten Heilung nachgewiesen werden (Lienau et al. 2006; Lienau
et al. 2009).

2.8 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob wahrend der Frakturheilung zwischen
einer normal heilenden Fraktur und einer atrophen Pseudarthrose/Non-Union
Unterschiede in der Angiogenese bzw. Vaskularisierung bestehen. Unsere
Arbeitshypothese war, dass die frihe Angiogenese/Vaskularisierung wahrend der
Entstehung einer atrophen Pseudarthrose beeintrachtigt ist. Des Weiteren untersuchten
wir die Expression wichtiger angiogener (VEGF) und osteogener (BMP-2/-4)
Wachstumsfaktoren wahrend des Heilungsverlaufs.

Die Hypothese lautet:
Die fruhe Angiogenese und die Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren sind in
Pseudarthrosen/Non-Unions beeintrachtigt.

Die Nullhypothese lautet:
Die fruhe Angiogenese und die Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren sind in
Pseudarthrosen/Non-Unions nicht beeintrachtigt.
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Unsere Daten wurden durch tierexperimentelle Versuche an der Maus nach einem
bewahrten standardisierten Pseudarthrosemodell (Garcia et al. 2008b) gewonnen,
basierend auf dem Osteosynthese-Verfahren der Pin-Clip-Fixation zur Stabilisierung
von Femur-Frakturen bei Mausen (Garcia et al. 2008a).

In zwei Versuchsgruppen wurden nach Stabilisierung des Femurs mittels Pin-Clip-
Osteosynthese Segmentdefekte mit einer Grélde von 0,25mm (Union-Gruppe) bzw.
1,8mm (Non-Union-Gruppe) erzeugt.

Die Versuchstiere wurden 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tage postoperativ getotet. Die
Femora wurden nach Explantation mit radiologischen (Micro-CT),
histomorphometrischen  (Masson-Goldner), immunhistologischen (CD31) sowie
proteinbiochemischen Methoden (Western Blot) untersucht.

Eine Untersuchung mittels y-CT und Histologie erfolgte fur beide Versuchsgruppen zu
allen Zeitpunkten flr je sechs Versuchstiere (n=6), womit sich hier eine Anzahl von n=
72 Versuchtieren ergab. Die Western Blot Analyse wurde flr beide Versuchsgruppen zu
den Zeitpunkten nach 7, 14 und 21 Tagen fur jeweils n=4 Versuchstiere durchgefuhrt,
womit hier eine Gesamtanzahl an Versuchstieren von n=24 erreicht wurde. Insgesamt
wurden in diese Studie n=96 Versuchstiere einbezogen (Abb. 1).

Der im Rahmen dieser Studie durchgeflhrte operative Eingriff, die histologische
Bearbeitung und Auswertung der Praparate sowie die Durchfihrung und Auswertung
der Western-Blot-Analyse wurden im Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie,
Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar durchgefihrt.

Die computertomografische Bildgebung und Auswertung wurde im AO-Research

Institut, Davos, Schweiz vorgenommen.
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Abb. 1: Darstellung des Studienmodells: Anzahl n der Versuchstiere in den jeweiligen
Versuchsgruppen und entsprechend durchgefiihrten Untersuchungen

3.2 Versuchstiere

Die In-vivo Studie wurde ausschliel3lich an weiblichen CD-1 Mausen (Gewicht 31g+/-2g;
Alter 8-14 Wochen) durchgeflhrt. Die Versuchstiere wurden im Institut fur Klinisch-
Experimentelle Chirurgie, Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar, gezuchtet und
unter  klimatisierten = Raum-Bedingungen  (Lufttemperatur  22-24°C, relative
Luftfeuchtigkeit 60%) bei einem 12-stindigem Tag/Nachtrhythmus in Flnfer-Kafigen
gehalten. Wasser und Standarddiatfutter (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland)
wurden in Pelletform ad libidum bereitgestellt. Die Tierversuche wurden von der
zustandigen Behorde (Dezernat 5, Saar-Pfalz-Kreis, 66406 Homburg/Saar) genehmigt,
nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgeflhrt und standen

unter der Aufsicht der Tierschutzbeauftragten der Universitat des Saarlandes.

3.3 Tiermodell

Das Tiermodell entspricht dem Modell der Pin-Clip-Fixation (Garcia et al. 2008a). Es

wurde unter standardisierten Bedingungen eine Osteosynthese des rechten Femurs von
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CD-1 Mausen mittels eines intramedullaren Pins und eines extramedullaren Clips
durchgefihrt. Nach Stabilisierung des Knochens erfolgte eine Osteotomie mit
Erzeugung von Segmentdefekten von 0,25mm und 1,8mm (Abb. 2). Um eine moglichst
hohe Prazision zu erreichen, wurde die Operation unter einem Operationsmikroskop mit
6 bis 40-facher Vergroflerung (M650, Wild, Heerbrugg, Schweiz) durchgeflhrt.

—&— @) | Y

|

3)

]
]
Abb. 2: Schematische Darstellung des 0,25mm (A) und des 1,8mm (B) Segmentdefekts mit Pin-Clip-

Osteosynthese; Kortikalis (1), Pin (2), Clip (3), Frakturspalt (4)

Der selbst angefertigte intramedullare Pin (Abb. 3A) wurde aus einer Spritzen-Kanule
hergestellt. Die Kanile (BD Microlane 3, 24G 1” 0,55x25mm, Becton Dickinson,
Drogheda, Irland) wurde mit einer Flachzange (VBW Werkzeugfabrik GmbH,

Remscheid, Deutschland) abgeflacht und in das Femur implantiert.

Abb. 3: A: Intramedulldrer Pin aus einer unbearbeiteten (oben) und einer abgeflachten 24G 1”
0,55x25mm Kandiile (unten); B: Extramedullarer Clip aus einer 27G %" 0,4x19mm Kaniile
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Beim extramedullaren Clip (Abb. 3B) handelt es sich um eine selbst angefertigte
Klammer aus einer Spritzenkanule. Die Kanule (BD Microlane 3, 27G %" 0,4x19mm,
Becton Dickinson, Drogheda, Irland) wurde standardisiert mit einer Schablone zu einer
Klammer zurechtgebogen. Die Breite der Klammer betrug ca. 4,5mm. Die
Uberstehenden Enden der Clipschenkel wurden mit einer Seitenschneider-Zange
(Knipex 7871, C. Gustav Putsch KG, Wuppertal, Deutschland) abgetrennt.

3.4 Anasthesie

Zur Narkose der Versuchstiere wurde praoperativ ein Narkosemittel aus 0,75ml
Ketaminhydrochlorid 100mg/ml Injektionslésung (Ursotamin, Serumwerk Bernburg AG,
Bernburg, Deutschland), 1ml Xylazinhydrochlorid 20mg/ml Injektionslosung (Rompun,
Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und 8,25 ml 0,9% NaCl-Lésung (B.
Braun, Melsungen, Deutschland) angemischt.

Vor Verabreichung des Narkosemittels wurden die Versuchstiere gewogen. Uber eine
Einmalkanule/Einmalspritze (1ml) (BD Microlane 3, 27G %” 0,4x19mm, Becton
Dickinson, Drogheda, Irland/BD Plastipak, Becton Dickinson, Drogheda, Irland) wurde
den Versuchstieren intraperitoneal 0,01ml Narkosemittel pro Gramm Korpergewicht
gespritzt. Dies entsprach 75mg Ketaminhydrochlorid pro kg Korpergewicht und 20mg
Xylazinhydrochlorid pro kg Korpergewicht.

Nach Einsetzen der Narkosewirkung wurde der rechte Oberschenkel einschlieldlich des
proximalen Unterschenkels mit einem Haartrimmer (Elektra 2, Aesculap AG & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland) und einem Einmalrasierer (P.J. Dahlhausen & Co. GmbH,
Koln, Deutschland) enthaart (Abb. 4A). Zum Schutz der Augen vor Austrocknung wurde
die Maus mit Bepanthen Augen- und Nasensalbe (Dexpanthenol, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland) versorgt. Der  Operationsbereich  wurde  mit
Desinfektionsmittel Softasept N (B. Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert.

Die Narkosetiefe der Maus wurde wahrend der Operation regelmallig durch
Schmerzreize Uberprift. Bei zu schwacher Narkose wurde entsprechend Narkosemittel

intraperitoneal nachgespritzt.
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3.5 Operation

Alle wahrend des operativen Eingriffs bendtigten Instrumente wurden zunachst im
Ultraschallbad (Ultraschallreiniger Elmasonic S 60 H, Elma Hans Schmidbauer GmbH &
Co KG, Singen, Deutschland) gereinigt und mit Desinfektionsmittel Softasept N
desinfiziert. Die peri- und intraoperative Desinfektion erfolgte mit verdinnter
Braunollosung  (Povidon-lod, B.  Braun, Melsungen, Deutschland) und
Desinfektionsmittel Softasept N.

Nach Inzision der Haut Uber dem Kniegelenk (11er Skalpellklinge, B. Braun, Aesculap
Division AG, Tuttlingen, Deutschland) wurde diese Uber stumpfe Praparation (Pinzetten
von Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland bzw. Aesculap AG & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland) von den Weichteilen gelost, die Patella zur Darstellung
gebracht und mitsamt ihrer Sehne von medialen Muskel- und Kapselanteilen abgelost.
Der Schnitt erfolgte ausgehend vom Ansatz der Patellasehne am Tibiakopf Uber den
medialen Rand der Patella bis in die Oberschenkelmuskulatur. AnschlieRend wurde die
Patella nach lateral luxiert, so dass die distalen Femurkondylen zum Vorschein kamen
(Abb. 4B). Mit einem Bohrer (Proxxon GG 12, Proxxon, Niersbach, Deutschland) mit
0,5mm Mikrobohrer-Aufsatz (Proxxon, Niersbach, Deutschland) wurde ein Loch
intercondylar bis in den Intramedullarraum des Mausefemurs gebohrt. Der Bohrvorgang
wurde unter intermittierender Spulung mit NaCl 0,9% Lo6sung durchgefuhrt, um
Hitzeschaden und Nekrosen zu vermeiden. Ein Austreten von Blut zeigte das Eintreten
in den Intramedullarraum an. Anschlieliend wurde das Bohrloch zur Bestatigung der
korrekten Lage mithilfe einer Kanulle (27G %” 0,4x19mm) sondiert. Der zuvor aus einer
sterilen Einmalkanule angefertigte Pin wurde mit leichten Drehbewegungen in das
Femur vorgeschoben, bis ein weiteres Vorschieben nicht mehr moglich war (Abb. 4C).
Die Abflachung des Pins konnte hier einen stabileren Sitz gewahrleisten und eine
sekundare Dislokation aus dem Femur vermeiden. Der aus dem Femur hervorstehende
Pins wurde kondylennah mit der Seitenschneider-Zange abgetrennt. Nach Reposition
wurde die Patella mitsamt ihrer Sehne an die medial abgetrennten Muskel- und
Kapselanteile refixiert sowie die Naht der Oberschenkelmuskulatur und der Haut Uber
jeweils mehrere Einzelknépfe mit einer halbrunden Nahnadel (Aesculap AG & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland) und schwarzer, geflochtener, nicht resorbierbarer Seidenfaser,
(6/0 USP; 0,7 metric) (Resorba, Nurnberg, Deutschland) durchgefuhrt (Abb. 4D).
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Nach Umlagerung des Versuchstiers wurde eine ca. 20mm lange Inzision der
Oberschenkelhaut parallel zum Verlauf des Femurs durchgefuhrt (Abb. 4E). Die
Oberschenkel-Fascie wurde parallel zum Femur eroffnet, durch Abschieben der
Muskulatur ein Zugang zum Femur geschaffen und eine gebogene Klemme
(Arterienklemme, Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) unter das Femur
geschoben, um durch Offnen der Klemme die Weichteile vom Femur abzuschieben und
Raum fur die Clip-Implantation zu schaffen. Dann wurden die beiden zu bohrenden
Insertionslocher fur den Clip bestimmt (Abb. 4F). Mit dem 0,5mm-Mikrobohrer wurde
unter Stabilisierung des Femurs zunachst das distale Insertionsloch gebohrt. Die
Bohrung erfolgte von ventral nach dorsal durch die Kortikalis des Femurs lateral des
eingebrachten Pins unter intermittierender Spulung mit NaCl 0,9% Losung.
Anschlielend wurde der Clip mit einem Schenkel in das Insertionsloch eingeflhrt.
Durch Anlegen des zweiten Clip-Schenkels an das Femur konnte die Position des
proximalen Bohrlochs bestimmt und die Bohrung durchgefiihrt werden. Der Clip wurde
anschlieBend mit beiden Schenkeln eingebracht, ohne dass der intramedullar
eingesetzte Pin das Einfugen behinderte. Um ein Gleiten des Clips zu minimieren und
ein Herausrutschen zu vermeiden, wurden die beiden Schenkel des Clips nahe der
Kortikalis mit der Seitenschneider-Zange zueinander hingebogen (Abb. 4G). Im
Anschluss wurden die beiden Segmentdefekte zirkular um den Pin erzeugt (0,25mm
und 1,8mm), wobei das Periost intraoperativ geschont, intakt belassen und nicht
reseziert wurde. Die Erzeugung des 1,8mm Segmentdefekts erfolgte durch Abtragen
des Knochens unter intermittierender Spulung mit NaCl 0,9% L6ésung mit Diamantkopf-
Kugelfrasen (Proxxon, Niersbach, Deutschland) mit einem 1,0mm und 1,8mm-
Durchmesser (Abb. 4H und Abb. 5A). Zur Kontrolle der gewunschten Grof3e wurde eine
1,8mm groRe Schablone verwendet. Die Erzeugung des 0,25mm Segmentdefekts
erfolgte mit einem geflochtenen Draht mit 0,25mm Durchmesser, der Gigli-Drahtsage
(Gigli-Saw-Wire, 0,25mm, AO Research Institute, Davos, Schweiz) (Abb. 5B). Dieser
wurde um das Femur gefadelt und die beiden Enden in jeweils eine Kanule und die
zugehorige Verschlusskappe (BD Microlane 3, 27G %” 0,4x19mm, Becton Dickinson,
Drogheda, Irland) eingeklemmt. Dies ermdglichte eine flissige Hin- und Herbewegung
der Gigli-Sage uber dem Femur, so dass sich dieser immer weiter in den Knochen
fraste, bis er diesen vollstandig durchdrungen hatte (Abb. 4l). Die Oberschenkelmuskeln

und die Haut wurden zuletzt mit mehreren Einzelknépfen adaptiert (Abb. 4J).
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Abb. 4 A-F: Operativer Eingriff: A: enthaartes und desinfiziertes OP-Feld; B: distaler Zugang zum
Femur bei nach lateral luxierter Patella; C: von distal ins Femur eingebrachter Pin; D: Hautverschluss;
E: lateraler Zugang zum Femur; F: Bestimmung der Clip-Position
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Abb. 4 G-J: Operativer Eingriff: G: Clip mit gebogenen Clip-Schenkeln; H: Osteosynthese mit 1,8mm
Segmentdefekt; I: Osteosynthese mit 0,25mm Segmentdefekt; J: Wundverschluss

Abb. 5: A: Mikrobohrer 0,5mm (links), Diamantkopf-Kugelfrase 1,0mm (Mitte) und 1,8mm (rechts); B:
Gigli-Drahtsage, eingespannt zwischen Kanullen und Kanulenkappe
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AnschlieRend erfolgte zur Uberpriifung der Osteosynthese eine Réntgenkontrolle
(Faxitron X-Ray MX20 Cabinet X-Ray System, Faxitron X-Ray Corporation, Wheeling,
USA) bei einer Spannung von 26KV, einer Stromstarke von 10A und 0,01 Sekunden
Belichtungszeit (Abb. 6) mit nachfolgender Digitalisierung der Bilder. Schlielich wurden
die Augen der Maus nochmals mit Bepanthen eingecremt und das Schmerzmittel
Carprofen 50mg/ml (Rimadyl, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland) injiziert. Dazu
wurden zunachst 1ml des Schmerzmittels mit 9ml NaCl 0,9% verduannt und
anschliel3end 0,05 ml subcutan in die Nackenfalte Uber eine Einmalkanule/Einmalspritze
(BD Microlane 3, 26G 72" 0,45x13mm Becton Dickinson, Drogheda, Irland / BD
Plastipak, Becton Dickinson, Drogheda, Irland) injiziert. Dies entsprach einer Dosis von
0,25mg pro Versuchstier.

Am ersten postoperativen Tag wurden die Versuchstiere einer erneuten
Roéntgenkontrolle unterzogen. Des Weiteren erhielten die Versuchstiere eine weitere
subcutane Schmerzmittelinjektion in gleicher Dosierung wie nach der Operation. Dazu
wurden die Tiere mit dem gleichen Narkosegemisch, wie vor der Operation, in eine
leichte Narkose versetzt. Dies konnte eine korrekte und komplikationslose

Roéntgenkontrolle und Schmerzmittelapplikation gewahrleisten.

Imm # 1mm .'J
a P |

Abb. 6: A: postoperative Rontgenkontrolle des 0,25mm Segmentdefekts; B: postoperative
Roéntgenkontrolle des 1,8mm Segmentdefekts
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3.6 Probengewinnung

Zur Probengewinnung fur die computertomografische und histologische Untersuchung
sowie die Western-Blot-Analyse wurde das operativ versorgte Femur je nach
Gruppenzuteilung der Versuchstiere nach einer bestimmten festgelegten Standzeit
explantiert. Dazu wurden die betreffenden Versuchstiere nach Ermittlung des Gewichts
mit 0,01ml Narkosemittel pro Gramm Korpergewicht anasthesiert und anschlie3end
durch cervicale Dislokation getotet. Die operierte Extremitat wurde enthaart, mit einer
Skalpellklinge eine grofzlgige Inzision der Haut vom Kniegelenk bis zur Hufte des
Versuchstiers durchgefluihrt und Femur und Tibia im Kniegelenk mit der Skalpellklinge
voneinander getrennt. Die oberflachliche Oberschenkelmuskulatur wurde mit einer
Schere abgetrennt. Im Anschluss wurde das Huftgelenk durch Durchtrennen der
Weichteile im Huftgelenksbereich freigelegt und eine Huftgelenksexartikulation
herbeigeflhrt. Das Femur wurde mit einem erhaltenen Muskelmantel explantiert.

Fir die Western-Blot-Analyse wurde die gesamte Oberschenkelmuskulatur des Femurs
mit Schere und Skalpell entfernt, sodass der Clip und der sich gebildete Kallus zum
Vorschein kamen. Der Kallus wurde anschlielend mit einer Skalpellklinge und einer
spitzen Pinzette vom Knochen reseziert, ganzlich entfernt und in durchsichtige
Druckverschlussbeutel 50x100mm (Sokufol Folien GmbH, Limburg, Deutschland)
verbracht. Diese Druckverschlussbeutel wurden geschlossen in ein Dewar-Transport-
Gefall (KGW Isotherm, Karlsruhe, Deutschland) mit flussigem Stickstoff (Air Liquide
Deutschland GmbH, Dusseldorf, Deutschland) eingetaucht, wodurch das Probematerial
sofort schockgefroren wurde. Bis zu dessen Untersuchung wurde das Probematerial bei
ca. -80°C im Gefrierschrank (Revco Ultima 2, Revco Technologies, Asheville, USA)
aufbewabhrt.

FUr die computertomografische und histologische Untersuchung wurde das Femur mit
erhaltenem Muskelmantel in ca. 10ml Methanol 70% Lésung (VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland) in einem Mehrzweckgefall mit Schnappdeckel (Greiner Bio
One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) fixiert und bei minus 20° Celsius im
Gefrierschrank bis zu dessen Untersuchung aufbewahrt.

Fir die Untersuchung im p-CT musste das Osteosynthese-Material zunachst entfernt
werden. Dazu wurde der aus dem distalen Femurende ragende Pin zunachst

herausgezogen. Der im Femur befindliche Clip verhinderte beim Herausziehen des Pins
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eine Kompression des Frakturbereichs und damit eine moégliche Beschadigung des
Kallus. Um die Stabilitat nach Entfernung des Osteosynthese-Materials zu erhalten,
wurde die Muskulatur belassen. Der Clip wurde mit der Seitenschneider-Zange an
seinen beiden Schenkeln vom gemeinsamen Verbindungsstlck getrennt und die beiden
Clip-Schenkel im Anschluss aus ihren Insertionsléchern herausgedreht.

Nach Durchfuhrung der computertomografischen Untersuchung wurden die Knochen
wieder in Methanol 70% eingelegt und bis zur histologischen Untersuchung bei minus

20° Celsius im Gefrierschrank aufbewahrt.

3.7 Computer-Tomografie

3.7.1 Mikrotomografische Bildgebung

Die mikrotomografische Beurteilung der Frakturheilung wurde mit dem Bildgebungs-
System puCT 40 (Scanco Medical, Brittisellen, Schweiz) durchgefuhrt. Dieses ist mit
einer Rontgenrohre mit 5 um Brennfleck als Strahlenquelle ausgestattet und wurde mit
70 keV und 114 pA bei einer Integrationszeit von 200 ms betrieben.

Die Langsachse des Femurs wurde senkrecht zur Achse des RoOntgenstrahls
positioniert, um axiale Schichtaufnahmen des Femurs zu erhalten. Hierzu wurden die
Knochen in daflr vorgesehene Probehalterungen (Scanco Medical, Bruttisellen,
Schweiz) gebracht und mit Fixiermedium Methanol 70% aufgefuillt.

Um Bewegungen der Knochen und damit Positions-Veranderungen in der
flussigkeitsgefullten Probehalterung wahrend des Scannens zu vermeiden, wurden die
Knochen in aus einem handelstblichen Schwamm zugeschnittenen Schablonen in die
Probehalterung eingesetzt.

Zunachst wurden von den Knochen Voraufnahmen (Scouts) angefertigt, auf denen die
zu scannende Region bestimmt wurde. Diese umfasste den segmentalen Defekt mit
jeweils ca. 1mm Femurfragment proximal und distal, wobei auf einer Gesamtlange von
2,5mm in der Union-Gruppe (208 Schnitte) und 3,8mm in der Non-Union-Gruppe (317
Schnitte) eine CT-Aufnahme angefertigt wurde. Der Abstand der CT-Schichten betrug
12 ym. Aus 500 Projektionen wurden zwei-dimensionale CT-Bilder in einer Auflosung

von 1024 x 1024 Pixel rekonstruiert, unter Verwendung eines standardisierten
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Ruckprojektionsverfahrens. Drei-dimensionale Rekonstruktionen des CT-Scans wurden

mit einer Voxel-Grdéflke von 12 um erstellt.

3.7.2 Auswertung der Mikrotomografischen Bildgebung

Zur Beurteilung der Frakturheilung wurde die GrolRe des Frakturspalts, die
Uberbriickung des Frakturspalts durch mineralisierten Kallus, das mineralisierte
Kallusvolumen im Frakturspalt sowie das Polar Moment of Inertia (PMOI) des
uberbrickenden Kallus bestimmt (Abb. 7). Das PMOI beschreibt den polaren
Torsionswiderstand (Tragheitsmoment) einer Kreisquerschnittsflache gegen Torsion,
also hier den Torsionswiderstand des Kallus in axialer Ebene. Es ist abhangig von der
Geometrie und Beschaffenheit des untersuchten Gegenstandes.

Die mit dem uCT zu untersuchende Region, das Volume of Interest (VOI), wurde
definiert als der Bereich zwischen den beiden Femurfragmenten und entsprach dem
segmentalen Defekt, wobei die ursprungliche Kortikalis als Begrenzung herangezogen
wurde. Innerhalb des Volume of Interest wurde in der zweidimensionalen CT-
Darstellung der entstandene Kallus unter Ausschluss der vorbestehenden Kortikalis mit

einer internen Software des Bildgebungs-Systems manuell konturiert.
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Abb. 7: Schematische Skizze des im Micro-CT gescannten Bereichs des Femurs mit 0,25mm (A) und
der 1,8mm (B) Segmentdefekt; Kortikalis (1), Markraum (2), Insertionsloch des Clips (3), Periostaler
Kallus (4), Segmentdefekt (5), Volume of Interest (6)
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Die Darstellung des gescannten Knochens in der zweidimensionalen CT-Aufnahme
erfolgte anhand von Graustufenwerten. Das Volume of Interest wurde mit einem
Verfahren, welches anhand von Grenz- bzw. Schwellenwerten innerhalb dieses
Graustufenwertschemas arbeitet, untersucht. Dieses Verfahren ermdglichte die
Differenzierung von wenig mineralisiertem Kallus (Geflechtknochen) und hoch
mineralisiertem Kallus (lamellarer Knochen) sowie die Berechnung der Volumina dieser
Strukturen. Die Differenzierung von Geflechtknochen und lamellarem Knochen erfolgte
Uber die Einstellung von prozentualen Abschwachungswerten des maximalen
Graustufenwerts in der axialen Bild-Darstellung. Die Grenzwerte wurden auf 14,5% fur
den Geflechtknochen (geringe Abschwachung der Rontgenstrahlen) und 36% fur den
lamellaren Knochen (starke Abschwachung der Rontgenstrahlen) eingestellt. Diesen
Werten lagen vorherige Vergleiche mit histologischen Praparaten zugrunde (Grongroft
et al. 2009). Ein 3D Gaussian Filter wurde verwendet, um eine Verzerrung der
Graustufenwert-Darstellung im Ubergangsbereich zwischen nicht-mineralisiertem, wenig
mineralisiertem und hoch mineralisiertem Kallus zu unterdrtcken.

Nach Einstellung dieser Parameter erfolgte eine vom Bildgebungs-System selbststandig
durchgefuhrte Berechnung der konturieten CT-Aufnahmen Uber ein internes
Auswertungsprogramm und die Ausgabe der entsprechenden Werte fur die Volumina
des mineralisierten Kallus im Frakturspalt sowie des Polar Moment of Inertia zur
Beurteilung der mechanischen Stabilitdt des Kallus. Die Kallusvolumina wurden in
Relation zur GroRRe des Frakturspalts gesetzt und pro mm Frakturspalt angegeben.

Die Uberbriickung (Bridging) des Frakturspalts durch entstandenen Kallus wurde
anhand der zweidimensionalen CT-Darstellung und der dreidimensionalen
Rekonstruktion beurteilt. Zur Bestimmung der GroRe des Frakturspalts wurde an vier
Punkten in der zweidimensionalen axialen Darstellung der Abstand zwischen den
beiden Femurfragmenten bzw. des entstandenen mineralisierten Kallus bestimmt und
der sich ergebende Wert gemittelt. Diese vier Punkte wurden in der axialen Darstellung
des Knochens in der 3Uhr, 6Uhr, 9Uhr und 12Uhr Position festgelegt und zwischen den
jeweils zugehdrigen Punkten des proximalen und distalen Femurfragments der Abstand
gemessen, indem die Anzahl der CT-Schichten zwischen diesen beiden Punkten

ausgezahlt und mit dem Schichtabstand von 12 ym multipliziert wurde.
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3.8 Histologie

Zur histologischen Beurteilung der Frakturheilung wurde eine Trichromfarbung nach
Masson-Goldner und zur Beurteilung der Angiogenese und Vaskularisierung eine
immunhistologische Farbung gegen den endothelialen Marker CD31 (PECAM-1 =
platelet endothelial cell adhesion molecule) durchgefihrt.

Vor der histologischen Bearbeitung wurden die in Methanol 70% fixierten Knochen
zunachst uber drei Wochen in 10%iger Ethylendiaminotetraessigsaure-Losung (EDTA,
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) dekalzifiziert und anschlieend
histologische Schnitte angefertigt. Dazu wurden die Knochen zunachst 30 Minuten
luftgetrocknet, in Phosphat gepufferter Salzlosung PBS (PAA Laboratories GmbH,
Coalbe, Deutschland) gespult und fur 15 Minuten in Saccharose 5% (Carl Roth GmbH &
Co KG, Karlsruhe, Deutschland) eingelegt. Danach wurden S5um dicke Schnitte des
Knochens in sagittal-longitudinaler Ausrichtung am  Gefrier-Mikrotom (Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) erstellt. Diese wurden auf
Glasobjekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) aufgezogen und
anschlieBend mit Einbettmedium fur Gefrierschnitte (Leica Microsystems Nussloch

GmbH, Nussloch, Deutschland) auf dem Objekttrager fixiert.

3.8.1 Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Die Farbung nach Masson-Goldner erfolgte anhand eines Standardprotokolls. Die
frischen Schnitte wurden zunachst mit Formalin 4% (Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland) fur 5 Minuten fixiert und in Aqua dest (B. Braun, Melsungen,
Deutschland) gespult, anschliellend fur 1-2 Minuten mit Weigert's Eisenhamatoxylin
(Mischlésung im Verhaltnis 1:1 aus Losung A: 1g Hamatoxylin (VWR International
GmbH, Darmstadt, Deutschland) in 100 ml 96% Ethanol (Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland) und Lésung B: 1,16g Eisen(lll)-chlorid (Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe, Deutschland) in 99ml Aqua dest mit 1ml Salzsdure 25% (Carl Roth
GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland)) eine Kernfarbung durchgefuhrt und far 10-15
Minuten in flieRendem Wasser gespult. Dann erfolgte zur Anfarbung des Bindegewebes

und der Muskulatur die Applikation von Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin (aus 88ml
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0,2%iger Essigsaure (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) mit 7ml
Masson-Losung und 2ml Azophloxin-Losung (Azophloxin-Loésung aus 0,5g Azophloxin
(Waldeck GmbH & Co KG, Mdunster, Deutschland) in 100ml Aqua dest mit 0,2ml
Eisessig (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland; Masson-Lésung aus 0,2g
Ponceau (Waldeck GmbH & Co KG, Munster, Deutschland), 0,1g Saurefuchsin (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 300ml Aqua dest und 0,6ml Eisessig) fur 5-7
Minuten und Spulung mit 1%iger Essigsaure (VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland). Zur Entfarbung des vollstandig angefarbten Praparates von Ponceau-
Saurefuchsin-Azophloxin wurde der Objekttrager mit Molybdatophosphorsaure-Orange
(aus 3-5g Molybdatophosphorsaure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 2g
Orange G (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) in 100ml Aqua dest oder
Wolframatophosphorsaure-Orange (aus 3-5g Wolframatophosphorsaure (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) und 2g Orange G in 100ml Aqua dest)) behandelt und mit
1%iger Essigsaure gespult. Lediglich das Bindegewebe und die Muskulatur verblieben
angefarbt. Danach wurde eine Gegenfarbung mit Lichtgrun (0,1-0,2g Lichtgrin SF
(Waldeck GmbH & Co KG, Munster, Deutschland) in 100ml Aqua dest und 0,2ml
Eisessig) bzw. Anilinblau (Serva Feinbiochemika GmbH & Co KG, Heidelberg,
Deutschland) fir 5 Minuten zur farbigen Darstellung der Nicht-Bindegewebe- und
Muskelanteile durchgefuhrt und das Praparat mit 1%iger Essigsaure fur 5 Minuten
ausgewaschen. Nachfolgend wurde das Praparate mit Ethanol 100% (Carl Roth GmbH
& Co KG, Karlsruhe, Deutschland) entwassert und in einem weitern Schritt das Ethanol
durch Xylol (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) verdrangt sowie
Eindeckmittel in geloster Form (Histokitt 2, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland) beigefugt. Durch anschlielfende Verflichtigung des Xylols verfestigte sich

das Eindeckmittel und fixierte das Praparat auf dem Objekttrager.

3.8.2 Auswertung der Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Die angefarbten Knochenpraparate wurden unter einem Mikroskop (Olympus BX60,
Olympus, Tokyo, Japan) bei 1,25-facher Vergrof3erung digitalisiert (Zeiss Axio Cam und
Axio Vision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und die Auswertung mit dem

Bildauswertungsprogramm ImagedJ (ImagedJ Analysis System, National Institutes of
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Health, Bethesda, USA) durchgefuhrt. Dazu erfolgte eine Eichung der ImagedJ-Software

mittels eines ebenfalls unter 1,25-facher Vergrof3erung digitalisierten Malstabs.
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Abb. 8: Schematische Skizze des histologischen Praparates des 0,25mm (A) und des 1,8mm (B)
Segmentdefekts; Kortikalis (1), Markraum (2), ehemalige Position des Clips (3), Periostaler Kallus (4),
Femurdurchmesser (5), Segmentdefekt (6), Kallus-Durchmesser in Frakturmitte (7)

Im nach Masson-Goldner gefarbten Knochenpraparat (Abb. 8) wurden folgende
Parameter bestimmt: die GroRe des Frakturspalts [mm], der Femurdurchmesser [mm],
der Kallusdurchmesser in der Mitte des Frakturspalts [mm], die periostale Kallusflache
[mm?], die Gewebeverteilung im Kallus anhand der Flache des knorpeligen Anteils des
Kallus [mm?], des bindegewebigen Anteils des Kallus [mm?] und des kndchernen Anteils
des Kallus [mm?]. Zusatzlich wurde ein Punktesystem (Healing-Score [0-4 Punkte]) zur
qualitativen Beurteilung der Frakturheilung eingesetzt.

Zur Bestimmung der Grof3e des Frakturspalts wurde auf dem histologischen Schnitt fur
jeweils beide dargestellte Diaphysen des Femurschafts der Abstand zwischen dem
entstandenen verknochertem Kallus beider Femurfragmente parallel zur Diaphyse
vermessen und der Mittelwert als Frakturspalt-GroRRe festgesetzt.

Der Durchmesser des Femurschafts wurde proximal und distal des Frakturbereichs
anhand der urspringlichen Femurschaft-Kortikalis bestimmt und der Wert gemittelt. Um
anatomische GroRenunterschiede der Femora zu bericksichtigen, wurden die
ermittelten Werte (Kallusdurchmesser und die Kallusflachen) zum Femurdurchmesser
in Relation gesetzt.

Der maximale Kallusdurchmesser wurde exakt in der Mitte zwischen den beiden
ursprunglichen Femurfragmenten senkrecht zur Diaphyse bestimmt und in Relation zum

entsprechenden Femurdurchmesser gesetzt (Kallusdurchmesser/Femurdurchmesser).
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Bei Knochenpréaparaten ohne vollstandige Uberbriickung durch den am proximalen und
distalen Fragment entstandenen Kallus bzw. ohne uber die Mitte des Frakturspalts
hinausgehenden Kallus konnte kein Kallusdurchmesser bestimmt werden.

Die Beurteilung der Uberbriickung zwischen dem proximalen und distalen
Femurfragment erfolgte Uber die Vergabe von Punkten in einem Punktsystem (Healing
Score). Fir keine oder eine bindegewebige Uberbriickung wurden 0 Punkte, flr eine
knorpelige Uberbriickung 1 Punkt und fiir eine kndcherne Uberbriickung 2 Punkte
vergeben. Die Beurteilung wurde fur beide Femurdiaphysen durchgeflihrt, so dass pro
Knochenpraparat 0 bis 4 Punkte erreicht werden konnten.

Die Flache des periostalen Kallus wurde auf beiden Seiten der dargestellten
Femurdiaphyse ermittelt und in Relation zum Femurdurchmesser gesetzt
(Kallusflache/Femurdurchmesser). Dazu wurde der gesamte periostale Kallus manuell
vermessen, wobei die Femurkortikalis, die Clip-Insertionslécher und der aufl’ere Rand
des Kallus als Begrenzung dienten. Am Frakturspalt wurde zur Abgrenzung des
periostalen Kallus vom endostalen Kallus eine Verbindungslinie zwischen der Kortikalis
des proximalen und der Kortikalis des distalen Femurfragments parallel zum
Femurschaft eingezeichnet. Gewebefreie Areale innerhalb des Kallus wurden
vermessen und von der Gesamtkallusflache subtrahiert. Zuletzt wurden die
bindegewebigen, knorpeligen und knéchernen Flachen innerhalb des Kallus vermessen,
um die Zusammensetzung zu bestimmen. Diese entsprachen in ihrer Gesamtheit der
Gesamtkallusflache und wurden als prozentualer Anteil [%] dieser Gesamtkallusflache
(Knécherne  Kallusflache/Gesamt-Kallusflache;  Knorpelige  Kallusflache/Gesamt-

Kallusflache; Bindegewebige Kallusflache/Gesamt-Kallusflache) angegeben.

3.8.3 Immunhistologische CD-31 Farbung

Die Knochenpraparate wurden zur Fixierung und Permeabilisierung ca. 5 Sekunden mit
Aceton (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) bei 4°C fixiert und 30
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde der Schnitt 5 Minuten in
Formalin (Formaldehyd, Roti Histofix 4%, Carl Roth GmbH Co KG, Karlsruhe,
Deutschland) bei Raumtemperatur fixiert und mit Aqua dest gespult. Die Endogene
Peroxidase wurde 30 Minuten in 0,3% H>O, (2ml H,O, 30% (Otto Fischar GmbH & Co
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KG, Saarbrucken, Deutschland) + 198ml Methanol 100% (VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland)) geblockt und erneut mit Aqua dest gespult. Die Blockung der
endogenen Peroxidase verhinderte eine Braunfarbung des gesamten Praparates durch
im Verlauf zugesetzter DAB-L&sung.

Fir 30 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine Spulung mit Normal-Goat-Serum
(Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) in Verdinnung mit PBS (3%), um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nachfolgend wurden 40ul der
Primarantikérper PECAM-1 (CD31), Rat-Anti-Mouse, monoklonale Antikérper (BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland) in einer Verdunnung von 1:25 mittels PBS-
Losung auf das Knochenpraparat pipettiert. Ein Deckglas (Marienfeld GmbH & Co KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland) wurde aufgelegt und der Schnitt Uber Nacht in der
feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Negativkontrolle wurde anstelle
von CD31-Antikdrpern PBS auf ein Knochenpraparat aufgetragen.

Nach dem Inkubieren wurde das Deckglas entfernt und zunachst 3 Minuten in PBS
gespult. Der verwendete Puffer wurde erneuert und erneut 5 Minuten in PBS gespdlt. Im
Anschluss wurden 100yl Peroxidase-markierter Sekundarantikdrper, Goat-anti-Rat,
(Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) in Verdinnung 1:100 mittels PBS-L6sung
aufgetragen und 45 Minuten in feuchter Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Peroxidase-markierten Sekundarantikorper Goat-anti-Rat banden an die PECAM-1-
Primarantikorper Rat-Anti-Mouse. Der Schnitt wurde erneut 3 Minuten mit PBS gespuilt,
der Puffer erneuert und wieder 5 Minuten gespult. Hiernach wurden 100l
Diaminobenzidin-Losung DAB (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
auf das Knochenpraparat aufgetragen und 5 Minuten in der feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert und danach 5 Minuten in Aqua dest gespult.

Als Nachstes erfolgte zur Darstellung der Zellkerne und des Gesamtpraparates eine
Gegenfarbung in Mayers Hamalaunlésung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
mittels 3-5-maligen Eintauchens und erneutem Spulen in Aqua dest. Der Objekttrager
wurde unter flieRendem Leitungswasser fur 8 Minuten gewassert und erneut mit Aqua
dest gespult. Im Anschluss wurden die Objekttrager zur Entwasserung mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe Ethanol (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland) von 70% bis 100% fur je 3 Minuten und zur Verdrangung des Ethanols
dreimal mit Xylol fur je 3 Minuten versetzt. Zum Schluss wurden die Schnitte mit

Histokitt 2 eingedeckt und auf dem Objekttrager fixiert.
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3.8.4 Auswertung der Immunhistologischen CD31 Farbung

Die Analyse der Vaskularisierung erfolgte anhand der immunhistologischen Schnitte
durch Auszahlen der mittels CD31-Farbung markierten Gefalde innerhalb von
Gesichtsfeldern (High Power Fields / HPF) in vordefinierten Bereichen des sich
gebildeten Kallus (Abb. 9). Die Darstellung eines Lumens war nicht notwendig, um die
angefarbte Struktur als Gefall zu definieren. Die Auszahlung erfolgte am
Computermonitor, welcher Uber eine Kamera (Zeiss Axio Cam; Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) an ein Mikroskop (Olympus BX60, Olympus, Tokyo, Japan)
angeschlossen war. Die Darstellung des histologischen Praparates erfolgte Uber die

Software Axio Vision (Axio Vision 3.1; Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland).
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Kallus-Unterteilung und der Verteilung der High-Power-Fields
im Kallus fur die immunhistologische Bestimmung der Gefalldichte beim 0,25mm-(A) und 1,8mm (B)
Segmentdefekt; Kortikalis (1), Markraum (2), ehemalige Position des Clips (3), Periostaler Kallus (4),
Zentraler Kallus (5), Intercortikaler Kallus (6), Endostaler Kallus (7), High-Power-Field (8)

Unter dem Mikroskop wurde in 34 HPF die Anzahl der gefarbten Gefale bestimmt. Ein
HPF entsprach im histologischen Praparat einem Bereich von ca. 225 x 180 um. Jede
ununterbrochene angefarbte Struktur wurde als einzelnes Gefall gewertet. Die
ausgezahlten Gefalle wurden als Anzahl der GefalRe pro HPF angegeben. Von den
insgesamt 34 HPF entfielen 12 HPF auf den endostalen, 12 HPF auf den periostalen, 6
HPF auf den zentralen und 4 HPF auf den interkortikalen Bereich des Kallus.
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3.9 Western-Blot Analyse

3.9.1 Proteinextraktion, Elektrophorese, Blotting und Detektion

Die tiefgefrorenen Proben (-80°C) wurden pro 100mg Probematerial mit 500l
Lysispuffer (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), mit 100mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) im Verhaltnis 1:50 und mit Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) im Verhaltnis 1:100 versetzt, 20 Sekunden
mechanisch zerkleinert (Miccra D-1, ART Prozess- & Labortechnik GmbH & Co. KG,
Mullheim, Deutschland) und auf Eis homogenisiert. Die Losung wurde 30 Minuten auf
Eis inkubiert, 30 Minuten bei 4°Celsius bei 13000U/min (16000 x g) zentrifugiert
(Heraeus Biofuge Fresco, Kendro Laboratory Poducts GmbH, Hanau, Deutschland) und
der Uberstand abpipettiert (Einkanal-Pipette Reference, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Proteinextrakt mit
Aqua dest 1:10 verdinnt und 50pl mit 250ul einer alkalischen Kupfersulfat-Losung
(L6sung aus Reagenz A (10g Na,CO3 in 500mI NaOH 0,1M (Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland)) und Reagenz B (0,5g KNa-Tartrat + 0,25g Cu-Sulfat*5 H,0 in
50ml Aqua dest (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)) im Verhaltnis 50+1 (50 Teile
Reagenz A + 1 Teil Reagenz B)) versetzt und flir 15 Sekunden gemischt (Reax Top,
Heidolph Instruments GmbH & Co. Kg, Schwabach, Deutschland). Bei Raumtemperatur
wurde fur 10 Minuten inkubiert, 25pl einer im Verhaltnis 1:2 mit Aqua dest verdinnten
Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Losung  (Sigma-Aldrich  Chemie = GmbH,  Steinheim,
Deutschland) zugesetzt, 15 Sekunden gemischt und weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierbei bildete sich ein blauer Farbkomplex. Die Absorption
des Farbkomplexes wurde mit einem Photometer (GeneQuant Pro, Amersham
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) durch Messung der Extinktion bei
einer Wellenlange von 595nm ermittelt. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer
BSA-Standardkurve (Bovine Serum Albumin) bestimmt und die Proteinextrakte
anschlieend durch Verdlinnung mit Aqua dest so eingestellt, dass sie ca. 60ug Protein
in einem Volumen von 20-30pl enthielten (2-3ug Protein/ul).

Die Proteinextrakte wurden mit Laemmli Sample Buffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland) im Verhaltnis 1:2 verdlinnt und zweimal fir 5 Minuten im
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kochenden Wasserbad denaturiert. Die Proteine erhielten eine konstante negative
Nettoladung pro Masseneinheit (1,4g SDS/g Protein).

Die denaturierten verdunnten Proteinextrakte (0,65-1ug Protein/pl) wurden auf Eis zur
Auftrennung der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophprese)
zugeflhrt. Zur Trennung wurde Polyacrylamid als Trager verwendet. Die Porengrolle
des Gels, der pH-Wert, die Temperatur, die eingesetzten Puffersubstanzen und die
elektrische Feldstarke wurden durch den Versuchsaufbau bestimmt und gleiche
Voraussetzungen fir alle Versuchsablaufe geschaffen. Die Gele fur die SDS-PAGE
wurden laut Anleitung des Herstellers (BioRad Laboratories GmbH, Mduinchen,
Deutschland) in einer vertikalen Flachgelapparatur mit Giel3stand fur Minigele (Mini-
Protean Il, BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) gegossen.

Die Western-Blot Analysen wurden als eindimensionale SDS-PAGE unter
diskontinuierlichen Bedingungen nach Laemmli mit einer Acrylamidkonzentration von
5% im Sammelgel und einer Acrylamidkonzentration von 10% im Trenngel durchgefthrt.
(Acrylamid/Bis Solution, 29:1, BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland).

Zusatze Sammelgel 5% Trenngel 10%

30 % Acrylamid/Bis 0,67ml 3,3ml
Sammelgel-Puffer 0,5ml X
Trenngel-Puffer X 2,5ml
Aqua dest 2,7ml 4,0ml
10% SDS 0,04ml 0,1ml
10% APS 0,04ml 0,1ml
TEMED 0,02ml 0,02ml

Tab. 1: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel;

Bezugsquellen: Sammelgel-Puffer: TRIS-HCI, pH 6,8 (121,1g TRIS Base + 91ml HCI konz. auf
1000mI mit Aqua dest aufgefiillt); Trenngel-Puffer: TRIS-HCI, pH 8,8 (181,65g TRIS Base + 25ml HCI
konz. auf 1000mI mit Aqua dest aufgefiillt); TRIS (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland);
HCI konz. (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland); SDS 10% - Natriumdodecylsulfat
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland); APS 10% - Ammoniumpersulfat (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland); TEMED - Tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Nach Beladung der Geltaschen mit 30pl Probematerial (ca. 15-30ug Proteinextrakt)
erfolgte die Trennung der Proteine nach ihrer MolekllgroRe in einer vertikalen
Elektrophoresekammer (Mini-Protean |l, BioRad Laboratories GmbH, Munchen,
Deutschland) in Running Buffer (TRIS/Glycinpuffer, pH 8,8). Zur Qualitatskontrolle
wurde ein Protein-Molekulargewichtstandard (High-Range Rainbow Molecular Weight
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Markers, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) mitgefuhrt. Die
Niederspannung wurde von einem Netzgerat fur stabilisierten Gleichstrom (Power Pac
200, BioRad Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland) erzeugt. Im Sammelgel
wurde zur Konzentrierung der Proteine eine Spannung von 100V bei einer Stromstarke
von 0,04A fir 15 Minuten angelegt, zum Durchlauf des Trenngels eine Spannung von
140V bei einer Stromstarke von 0,04A fur 60 Minuten. Die Proteinauftrennung wurde
beendet, sobald die Lauffront das untere Gel-Ende erreicht hatte. Die Gele wurden aus
der Kammer genommen und das Trenngel in ein Transferpufferbad (12mM TRIS; 96mM
Glycin; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) tberflhrt.

Der horizontale Proteintransfer auf eine synthetische proteinbindende Membran erfolgte
als Tank-Blotting (Wet-Blot) in einer Mini-Trans-Blot-Kammer (BioRad Laboratories
GmbH, Miunchen, Deutschland). Die eingesetzte PVDF-Membran (Polyvinyliden-
Difluorid) mit 0,2um Porengrdlie (BioRad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)
wurde auf GelgrofRe zugeschnitten und zum Ausgleich von Oberflachenladungen fur 20
Sekunden in Methanol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) getaucht,
mit Aqua dest gespult und fur 10 Minuten zur Gleichgewichtseinstellung ins
Transferpufferbad (12mM TRIS; 96mM Glycin; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) gebracht.

Zur Durchfuhrung des Blottings diente eine Blot-Kassette (BioRad Laboratories GmbH,
Muanchen, Deutschland), in welche zu beiden Seiten ein in Transferpuffer getrankter
Schwamm (BioRad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) und nach innen
folgend in Transferpuffer getranktes Filterpapier (Whatman, Schleicher & Schill GmbH,
Dassel, Deutschland) sowie die PVDF-Membran und das Trenngel mit den
aufgetrennten Proteinextrakten gelegt wurden.

Die Blot-Kassette wurde so ausgerichtet, dass der Stromfluss einen Proteintransfer vom
Gel auf die Membran ermdoglichte. Es wurde in die Blotkammer ein Eis-Spacer eingelegt
und auf einem Magnetruhrer (lkamag Ret, IKA Labortechnik, Janke & Kunkel GmbH &
Co. KG, Staufen, Deutschland) gearbeitet. Die Blot-Kammer wurde mit Transferpuffer
aufgeflllt und an ein Netzgerat fur Gleichstrom (Power Pac 200, BioRad Laboratories
GmbH, Munchen, Deutschland) angeschlossen. Bei einer konstanten Spannung von U
= 50V und einer Stromstarke von | = 0,8A erfolgte der Proteintransfer Uber 2 Stunden.
Die proteinbeladene Membran wurde bis zur Detektion in TBS-T Puffer (1,5 mM TRIS
Base pH 7,5; 10% NaCl; 0,1% Tween 20 in Aqua dest (Carl Roth GmbH & Co. KG,
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Karlsruhe, Deutschland) bei 4° Celsius aufbewahrt. Zur Uberpriifung des Gel-Membran-
Transfers erfolgte eine Anfarbung der Proteinbanden auf der Membran mit Ponceau S
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland). Zusatzlich wurde das Trenngel
zur Uberpriifung des Blot-Vorgangs mit Coomassie Brillantblau (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) angefarbt.

Die Detektion wurde auf einem Horizontalschuttler (Heidolph Polymax 1040, Fisher
Scientific) durchgefuhrt. Die Membranen wurden dreimal mit TBS-T Puffer gewaschen.
Unspezifische freie Protein-Bindungsstellen der Membran wurden mit fur die Detektion
nicht relevanten Proteinlésungen aus Milchpulver 5% (Blotting Grade Blocker (non fat
dry milk), BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) in TBS-T, die den
Antikorpern keine Bindungsstellen boten, fur 30 Minuten inkubiert. Nach dreimaligen
Waschen mit TBS-T wurden spezifische unkonjugierte Primarantikorper (Tab. 2), die mit
Blockierungsreagenz 5% (Milchpulver 5% in TBS-T) verdunnt waren, zur Bindung an
spezifische Epitope des Antigens des Zielproteins appliziert und fur eine bestimmte Zeit
(siehe Tabelle) bei Raumtemperatur inkubiert. Gleichzeitig wurde ein B-Actin-Antikorper
zur Absicherung der Quantifizierbarkeit eingesetzt.

Antikorper Klon / Spezies / Ig Bezugsquelle Verdiinnung/Inkubation
VEGF A-20 / Rabbit /Polyklonales 1gG Santa Cruz 1:50 / 4h RT (7d)
1:100 / 3h RT (14d+21d)
Tie2 rmTie-2 / Goat / Polyklonales 1gG R&D Systems 1:100 / RT 5h (7d+21d)
H-176 / Rabbit / Polyklonales I1gG Santa Cruz 1:500 / 3h RT (14d)
Ang1 N-18 / Goat / Polyklonales IgG Santa Cruz 1:50/3h RT
Cyr61 M-20 / Goat / Polyklonales 1gG Santa Cruz 1:500/ 3h RT
MMP13 ab35320 / Sheep / Polyklonales 19G Abcam 1:50 / 3h RT (7d+21d)
1:100 / 3h RT (14d)
PCNA PC10 / Mouse / Monoklonales 1gG Dako Cytomation 1:2000 / 3h RT (14d)
1:5000 / 3h RT (7d+21d)
Noggin rmNoggin / Goat / Polyklonales 1gG R&D Systems 1:50/3h RT
Sclerostin ab63097 / Rabbit / Polyklonales IgG Abcam 1:50/3h RT
BMP-2/-4 H-51 / Rabbit / Polyklonales 19G Santa Cruz 1:50 / Gb. N. 4°C
B-Actin AC-15 / Mouse / Monoklonales 1gG Sigma Aldrich 1:10.000 / 3-5h RT

Tab. 2: Eingesetzte Primar-Antikdrper im Western Blot
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Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T zur Entfernung unspezifisch sowie nicht
gebundener Antikorper erfolgte die Inkubation mit einem mit Blockierungsreagenz 5%
verdunntem enzymgekoppeltem Sekundarantikorper (Tab. 3) zur Bindung an konstante
Bereiche (Fc-Region) des Primarantikorpers, um die Detektion Uber eine
Chemilumineszens-Reaktion zu ermoglichen. Nach 90 Minuten Inkubation wurden die

Membranen funfmal in TBS-T gewaschen.

Antikorper Klon / Spezies / Ig Bezugsquelle Verdiinnung/Inkubation
VEGF Goat-anti-rabbit-lgG-POD R&D Systems 1:1000/ 1,5h RT (7d)
Donkey-anti-rabbit-lgG-POD GE Healthcare 1:5000/1,5hRT(14d+21d)
Tie2 Donkey-anti-goat-lgG-POD Santa Cruz 1:1000/1,5h RT (7d+21d)
Donkey-anti-rabbit-lgG-POD GE Healthcare 1:5000 / 1,5h RT (14d)
Ang1 Rabbit-anti-goat-lgG-POD Dako Cytomation 1:2000/1,5h RT
Cyr61 Rabbit-anti-goat-lgG-POD Dako Cytomation 1:2000/1,5h RT
MMP13 Rabbit-anti-sheep-1gG-POD Dako Cytomation 1:1000/1,5h RT
PCNA Sheep-anti-mouse-lgG-POD GE Healthcare 1:5000/ 1,5h RT
Noggin Rabbit-anti-goat-lgG-POD Dako Cytomation 1:2000/1,5h RT (7d+21d)
1:2500/1,5h RT (14d)
Sclerostin Donkey-anti-rabbit-lgG-POD GE Healthcare 1:5000/1,5h RT
BMP-2/-4 Donkey-anti-rabbit-lgG-POD GE Healthcare 1:5000/1,5h RT
B-Actin Sheep-anti-mouse-lgG-POD GE Healthcare 1:5000/ 1,5h RT

Tab. 3: Eingesetzte Sekundar-Antikdrper im Western Blot

Die Membranen wurden auf Filterpapier und Autoklavierfolie (Stericlin, Vereinigte
Papierwarenfabriken GmbH, Feuchtwangen, Deutschland) aufgelegt, mit ECL-
Detektions-Reagenz (ECL WB Analysis System, Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland) versetzt und eine Minute inkubiert. Das am Sekundarantikérper
gebundene Enzym setzte Chemilumineszenz-Substrat (ECL WB Analysis System,
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) aus dem ECL-
Detektions-Reagenz in ein Licht emittierendes Produkt um, welches durch Exposition
eines Rontgenfiims (Hyperfilm ECL, Amersham Bioschiences Europe GmbH, Freiburg,

Deutschland) in einer Rontgenkassette (Amersham Bioschiences Europe GmbH,
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Freiburg, Deutschland) Uber dessen Schwarzung die Expressionsstarke des
Zielproteins sichtbar machte. Nach 10-20 Minuten Expositionszeit wurden die Filme fur
30-120 Sekunden in ein Entwicklungs-Bad (Zahnfilm, Adefo Chemie GmbH, Nurnberg,
Deutschland) eingelegt, in Wasser gewaschen und in ein Fixierungs-Bad (Zahnfilm,
Adefo Chemie GmbH, Nlrnberg, Deutschland) gebracht und an der Luft getrocknet.

Die Absicherung der Quantifizierbarkeit erfolgte Uber das ubiquitar exprimierte Protein
B-Actin, welches eine konstante intrazellulare Verteilung im Zytoskelett aufweist und als
Proteinkonzentrationsstandard herangezogen werden kann. Die Kontrolle wurde mit
dem monoklonalen B-Actin-Antikorper-Klon AC-15 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) durchgefuhrt. Die densitometrisch ermittelte optische Dichte

wurde auf gleiche B-Actin Konzentrationen korrekturgerechnet.

3.9.2 Auswertung der Western-Blot-Analyse

Die Auswertung der Rontgenfilme erfolgte mittels Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc,
BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) und Quantifizierungsprogramm
(Quantity One Gel Doc, BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) Uber eine
densitometrische Bestimmung der Lichtabsorption, indem die optische Dichte pro mm?
der geschwarzten Flache des Rontgenfiims gemessen wurde. Die erhobenen Daten
wurden uber den B-Actin-Proteinkonzentrations-Standard korrigiert und in [OD*mm?/p-

Actin-OD*mm?] angegeben.

3.10 Statistik

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwerte + SEM (Standardabweichung des
Mittelwertes) angegeben. Nach Bestatigung einer Normalverteilung erfolgte eine
statistische Analyse der erhobenen Werte innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe
mittels One-Way-Anova und Student-Newman-Keuls-Test sowie zu jedem Zeitpunkt
zwischen den beiden Versuchsgruppen mit einem ungepaarten T-Test und einer
Bonferroni-Korrektur. Fur signifikante Unterschiede wurde ein P-Wert von < 0,05
festgelegt. Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPad Prism 4.0 (San Diego, USA).
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4. Ergebnisse

4.1 Postoperativer Verlauf

Insgesamt wurden 110 weibliche Versuchstiere (CD-1-Mause) operiert, die Narkose und
der operative Eingriff wurden gut vertragen. Die Versuchstiere wurden wahrend der
gesamten Standzeit beobachtet und auf pathologische Verhaltensmuster hin untersucht.
Postoperativ konnte eine Schonhaltung bzw. verminderte Belastung der operierten
Extremitat beobachtet werden mit nachfolgend Uber wenige Tage zunehmendem
Belastungsaufbau bis hin zur Vollbelastung ohne weitere wesentliche erkennbare
Beeintrachtigung des Bewegungsablaufs. Das praoperative Gewicht der Versuchstiere
betrug 31g+/-2g. Gewichtsmessungen (Abb. 10) zeigten eine Gewichtsabnahme in den
ersten beiden postoperativen Wochen und eine Gewichtszunahme ab der dritten
postoperativen Woche. In der Non-Union-Gruppe konnte im Vergleich zur Union-Gruppe
ein grolRerer Gewichtsverlust in den ersten zwei postoperativen Wochen und eine
geringere Gewichtszunahme ab der dritten postoperativen Woche ermittelt werden.

al B

Gewichtsdanderung [g]
1

_fIDl TN

Abb. 10: Gewichtsanderung der Versuchstiere in [g] im Vergleich zum OP-Zeitpunkt in der Union-
Gruppe (weifle Saulen) und Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70
Tagen; (Mittelwert + SEM); *p<0,05 vs. Non-Union

21d 28d 70d

FUr unsere Untersuchungen waren jeweils fur beide Versuchsgruppen (Union vs. Non-
Union) zu jedem Zeitpunkt sechs Versuchstiere flr Micro-CT/Histologie (n=72) und fur
drei Zeitpunkte je vier Versuchstiere fur die Western-Blot-Analyse (n=24) vorgesehen

(Tab. 4). Insgesamt mussten 14 Versuchstiere aufgrund von Komplikationen aus der
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Studie genommen und nachoperiert werden. Postoperative Ausschlusskriterien waren
eine Knochen- oder Weichteilinfektion, eine Gewichtsabnahme von mehr als 20% des
Korpergewichtes sowie eine makroskopisch oder radiologisch erkennbare Dislokation
des Pin-Clip-Implantats. Von den ausgenommenen Versuchstieren verstarb ein Tier
intraoperativ und zwei Tiere postoperativ (n=3). Bei einem Tier brach der Clip aus, bei
einem dislozierte der Clip, bei vier dislozierte der Pin (Abb. 11A) und bei einem
dislozierten Clip und Pin zugleich (n=7). Bei vier Versuchstieren konnte eine Infektion
festgestellt werden, welche sich durch eine Osteolyse in der Rdntgenkontrollaufnahme
(Abb. 11B) sowie Eiteraustritt bei Revision des Operationsbereichs nachweisen lies

(n=4). Dies entsprach einer Komplikationsrate von insgesamt 12,73% (14/110).

A — B
Gruppen 3d 7d | 14d | 21d | 28d | 70d Gruppen 7d | 14d | 21d
0,25mm |6/7|6/6|6/6|6/7]6/8|6/8 0,25mm | 4/4(4/44/5
1,8mm |6/6|6/7|/6/6|/6/8|6/7|6/8 1,8mm | 4/5|4/414/4

Tab 4: A: Versuchstiere fur Micro-CT und Histologie; Bei n=72 erforderlichen Versuchstieren fir Micro-CT
und Histologie wurden n=84 Versuchstiere operiert und 12 Versuchstiere aufgrund von Komplikation aus
der Studie genommen; B: Versuchstiere fir Western Blot; Bei n=24 erforderlichen Versuchstieren fir den
Western-Blot wurden n=26 Versuchstiere operiert und 2 Versuchstiere aufgrund von Komplikation aus der
Studie genommen;

Insgesamt waren n=96 Versuchstiere laut Studiendesign erforderlich, n=110 Versuchstiere wurden
operiert und 14 Versuchstiere wurden aufgrund von Komplikationen aus der Studie genommen;

Zahlenangabe X/Y: X entspricht Anzahl der in Studie einbezogenen Versuchstiere, Y entspricht Anzahl
der operierten Versuchstiere

Imm
|

Abb. 11: Rontgenkontrolle nach 2 Wochen (14d) mit Pin-Dislokation (A) und nach 3 Wochen (21d) mit
Osteolyse bei Infektion (B)
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Die Explantation der Knochen konnte komplikationslos durchgefuhrt werden (Abb. 12).
Alle Versuchstiere wurden makroskopisch auf mogliche vorhandene Pathologien der
Beinmuskulatur, der femoro-tibialen sowie femoro-patellaren Gelenkverhaltnisse und
des Zustands des Pin-Clip-Implantats untersucht. Es gab keine Hinweise auf eine
Patella-, Knie- sowie Huftgelenksluxation oder Muskelatrophien, welche den Ausschluss
betroffener Versuchstiere zur Folge gehabt hatten. Weiterhin wurde das Pin-Clip-
Implantat auf eine korrekte Position und einen stabilen Sitz Gberpruft, was bei allen in

die Studie aufgenommenen Tieren ohne Beanstandung war.

Abb. 12: A: Explantation eines Femurs mit 0,25mm Segmentdefekt (Union-Gruppe) nach 70d, Pin-
Clip-Implantat entfernt, Femur nicht in Studie einbezogen; B: Explantation eines Femurs mit 1,8mm
Segmentdefekt (Non-Union-Gruppe) nach 70d, Interfragmentares Bindegewebe entfernt, Pin-Clip-
Implantat belassen, Femur nicht in Studie einbezogen

4.2 Konventionelle Rontgenbilder

Zur Beurteilung des operativen Eingriffs und des Heilungsverlaufs wurden postoperativ
und vor Explantation des Femurs Roéntgenkontrollaufnahmen angefertigt (Abb. 13).
Diese dienten der Kontrolle, ob die Osteosynthese richtig implantiert wurde und ob
diese bis zur Explantation stabil fixiert war. Des Weiteren ermoglichten die Aufnahmen,
den Heilungsverlauf radiologisch im zeitlichen Verlauf zu betrachten.

In den ersten drei postoperativen Tagen war radiologisch keine Reaktion zu erkennen,
nach sieben Tagen erschien erstes rontgendichtes Kallusgewebe im Rontgenbild im
periostalen Bereich. Nach 14 Tagen fand sich mineralisiertes Kallusgewebe auch im
Bereich des Frakturspalts sowie zwischen den Knochenfragmenten und nach 21 Tagen
war die Ausbildung eines mineralisierten periostalen Kallus in beiden Gruppen deutlich
zu erkennen. Nach 28 Tagen hatte sich der Kallus in beiden Gruppen nochmals

vergrofRert und die Rontgendichte weiter zugenommen. In der Union-Gruppe war nach
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28 Tagen eine kndcherne Uberbriickung, in der Non-Union-Gruppe dagegen kein
knocherner Kontakt zwischen den beiden Fragmenten zu erkennen. Nach 70 Tagen
zeigte sich in der Union-Gruppe ein radiologisch geheilter Knochen, in der Non-Union-

Gruppe dagegen zwei nicht verbundene abgerundete Fragmente des Femurs.

Union-Gruppe Non-Union-Gruppe Union-Gruppe Non-Union-Gruppe

1mm i 1mm
= —

imm 1mm
— e m— =

1mm
—

Abb. 13: Réntgenbilder der Pin-Clip-Osteosynthese der Union-Gruppe (0,25mm) und der Non-Union-
Gruppe (1,8mm) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen post-OP

4.3 Computer-Tomografie

Die Union-Gruppe zeigte computertomografisch eine sekundare Frakturheilung mit
Ausbildung eines periostalen Kallus, Uberbriickung des Frakturspalts an Tag 28 und
Remodeling bis Tag 70. Im Gegensatz dazu heilte die Non-Union-Gruppe bis Tag 70
nicht aus und zeigte eine geringere Kallusausbildung. Sie prasentierte sich nach 70
Tagen als atrophe Pseudarthrose mit fehlender knécherner Uberbriickung des
Frakturspalts und abgerundeten Knochenenden. Die Markhohle des Femurs war zur
Fraktur hin knochern verschlossen, mit Ausnahme der Austrittspunkte des
intramedullaren Pins. In der Union-Gruppe nahm der mineralisierte Kallus ab Tag 21 zu,
erreichte seinen hdchsten Wert nach 28 Tagen und fiel nach 70 Tagen im Rahmen des

Remodeling wieder ab. In der Non-Union-Gruppe zeichnete sich entsprechender Verlauf
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ebenfalls ab, es bildete sich aber im Vergleich dazu, bezogen auf die Grélke des Non-
Union-Frakturspalts, eine signifikant geringere Menge von mineralisiertem Kallus aus.
Die Analyse des Polar Moment of Inertia als Indikator der mechanischen Stabilitat stieg
ebenfalls in beiden Gruppen ab Tag 21 an, war aber in der Non-Union-Gruppe
signifikant geringer als in der Union-Gruppe.

Nachfolgend sind exemplarisch fur alle Versuchsgruppen Scout-Aufnahmen des Micro-
CT’s dargestellt (Abb. 14). Auf diesen Abbildungen lasst sich analog zu den

konventionellen Réntgenaufnahmen der Frakturheilungsverlauf verfolgen.

Union-Gruppe Non-Union-Gruppe

Abb. 14: Micro-CT-Scouts nach Entfernung der Pin-Clip-Osteosynthese der Versuchstiere der Union-
Gruppe (0,25mm) und der Non-Union-Gruppe (1,8mm) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen
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Des Weiteren sind dreidimensionale Rekonstruktionen der CT-Scans der Union-Gruppe

und der Non-Union-Gruppe erstellt worden (Abb. 15).

Union-Gruppe Non-Union-Gruppe

Abb. 15: Dreidimensionale Rekonstruktion von reprasentativen Micro-CT’s der Union-
Gruppe (A,C) und Non-Union-Gruppe (B,D) nach 70 Tagen. In der Union-Gruppe kam
es zur Ausheilung des 0,25mm Segmentdefekts, wahrend sich in der Non-Union-
Gruppe eine atrophe Pseudarthrose entwickelte. Geflechtknochen ist grin und
lamellarer Knochen weild dargestellt.

4.3.1 Grolde des Frakturspalts

Die GrofRe des Frakturspalts nahm im zeitlichen Verlauf in beiden Versuchsgruppen ab.

Nach 70 Tagen war der Frakturspalt in der Union-Gruppe vollstandig verheilt, wahrend
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in der Non-Union-Gruppe keine Vereinigung der Frakturfragmente stattgefunden hatte

und alle Versuchstiere einen bestehenden Frakturspalt aufwiesen (Abb. 16).
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Abb. 16: Mikro-tomografisch ermittelte GroRe des Frakturspalts in [mm] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Sdulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert
+ SEM; *p<0,05 vs. Union; “p<0,05 vs. 7d;

4.3.2 Uberbriickung des Frakturspalts

Zu keinem Zeitpunkt konnte in der Non-Union-Gruppe mikro-tomografisch eine
kndcherne Uberbriickung des Frakturspalts festgestellt werden. In der Union-Gruppe
zeigte sich hingegen eine knécherne Uberbriickung des Frakturspalts bei 33% (2/6) der
Versuchstiere nach 21 Tagen, bei 50% (3/6) der Versuchstiere nach 28 Tagen und bei
100% (6/6) der Versuchstiere nach 70 Tagen (Abb. 17).

100 —
75+

50—

Kndcherne Uberbriickung [%]

3d 7d 14d 21d 28d 70d

Abb. 17: Prozentualer Anteil der Versuchstiere mit knécherner Uberbriickung des Fraktur-Spalts in
der Union-Gruppe (weilte Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28
und 70 Tagen
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4.3.3 Kallusvolumen

Das Volumen des mineralisierten Kallus im Frakturspalt nahm im zeitlichen Verlauf in
beiden Versuchsgruppen zunachst langsam zu, verzeichnete nach 21 Tagen einen
leichten Anstieg und erreichte nach 28 Tagen in beiden Versuchsgruppen den hochsten
Wert, um anschliefend im Rahmen des Remodeling wieder abzufallen. Die Non-Union-
Gruppe zeigte im Verlauf eine signifikant geringere Kallusausbildung als die Union-
Gruppe (Abb. 18).
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Abb. 18: Mikro-tomografisch bestimmtes Kallus-Volumen in [mm?] pro [mm] Frakturspalt in der Union-
Gruppe (weille Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen); Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs.
Union; °p<0,05 vs. 21d; p<0,05 vs. 28d

4.3.4 Polar Moment of Inertia

Das Polar Moment of Inertia nahm im zeitlichen Verlauf ab Tag 21 in der Union-Gruppe
zu, erreichte nach 28 Tagen den hochsten Wert und fiel im Anschluss wieder ab. In der
Non-Union-Gruppe blieb das PMOI nach einem Anstieg bis zum héchsten Wert nach 21
Tagen nahezu konstant. Das PMOI der Non-Union-Gruppe war nach sieben, 28 und 70

Tagen signifikant geringer als das PMOI der Union-Gruppe (Abb. 19).
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Abb. 19: Mikro-tomografisch ermitteltes Polar Moment of Inertia in [mm?] in der Union-Gruppe (weille

Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert
+ SEM; *p<0,05 vs. Union; “p<0,05 vs. 21d; "p<0,05 vs. 28d;

4.4 Histologie

4.4.1 Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Die histologische Untersuchung zeigte sowohl in der Union-Gruppe als auch der Non-
Union-Gruppe den Ablauf einer sekundaren Frakturheilung mit Ausbildung eines Kallus
durch enchondrale Knochenbildung vor allem im Bereich des Frakturspalts sowie durch
intramembrandse Knochenbildung ausgehend vom reaktiv verdickten Periost in geringer
Entfernung vom Frakturspalt. Die Kallusbildung war Uberwiegend periostal zu
beobachten, wahrend sich endostal nur eine geringe Kallusbildung zeigte. Im Bereich
der Clip-Eintrittspunkte zeigte sich in beiden Versuchsgruppen eine verstarkte periostale
Kallusreaktion mit enchondraler Knochenbildung.

In der Union-Gruppe kam es bei allen Versuchstieren zur Ausbildung des
bindegewebigen Kallus und Knorpelproliferation, zur vollstdndigen kndchernen
Uberbriickung des Frakturspalts und zum Remodeling des Knochens und damit zur
kompletten Heilung der Fraktur nach 70 Tagen. In der Non-Union-Gruppe konnte eine
verminderte Kallusbildung beobachtet werden. Die Femora zeigten nach 70 Tagen die
Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose mit resorbierten und abgerundeten
Knochenenden und einem zum Frakturspalt hin verschlossenen Markraum. Der
Osteotomiespalt bestand zum Ende des Untersuchungszeitraums aus Muskelgewebe
und fiborosem Bindegewebe ohne Knorpel-oder Knocheninseln (Abb. 20 und Abb. 21).
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Union-Gruppe Non-Union-Gruppe

Abb. 20: Reprasentative Masson-Goldner Schnitte der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe
nach 3 Tagen (A,B), 7 Tagen (C,D), und 14 Tagen (E,F)
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Union-Gruppe Non-Union-Gruppe

Abb. 21: Reprasentative Masson-Goldner Schnitte der Union-Gruppe und Non-Union-Gruppe nach 21
Tagen (A,B), 28 Tagen (C,D), und 70 Tagen (E,F)
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4.4.1.1 Grole des Frakturspalts

Die GroRe des Frakturspalts nahm im zeitlichen Verlauf in beiden Versuchsgruppen
tendenziell ab. Nach 70 Tagen war der Frakturspalt in der Union-Gruppe histologisch
vollstandig knochern Uberbrickt und verheilt, wahrend in der Non-Union-Gruppe zu
keinem Zeitpunkt eine Uberbriickung bzw. Vereinigung der Frakturfragmente
stattgefunden hatte und alle Versuchstiere einen bestehenden, nicht Uberbrickten
Frakturspalt aufwiesen (Abb. 22).
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Abb. 22: Histologisch ermittelte GroRe des Frakturspalts in [mm] in der Union-Gruppe (weille Saulen)
und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert + SEM;
*p<0,05 vs. Union; %p<0,05 vs. 3d; Pp<0,05 vs. 7d; Yp<0,05 vs. 28d;

Frakturspalt [mm]

4.4.1.2 Healing Score

Durch knorpelige und knécherne Uberbriickung des Frakturspalts nahm der Healing
Score in der Union-Gruppe im zeitlichen Verlauf zu, bis alle Femora vollstandig verheilt
waren. In der Non-Union-Gruppe konnte keine erfolgreiche Frakturheilung
nachgewiesen werden. Lediglich bei einem der Versuchstiere kam es nach 28 Tagen zu
einer knorpeligen Uberbriickung des Frakturspalts an einer Kortikalis des

Schnittpraparats des Femurs (Abb. 23).
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Healing Score [Points]
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Abb. 23: Histologisch ermittelte Punktwerte des Healing Score in [Punkte(0-4)] in der Union-Gruppe
(weiRe Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen;
Mittelwert £ SEM

4.4.1.3 Periostale Kallusflache

Die periostale Kallusflache nahm in beiden Versuchsgruppen zunachst zu, blieb Uber
einen gewissen Zeitraum auf konstantem Niveau und fiel im Rahmen des Remodeling
anschlieBend wieder ab. In der Union-Gruppe bildete sich hierbei eine signifikant
groliere periostale Kallusflache aus, als dies in der Non-Union-Gruppe der Fall war
(Abb. 24).

5
E o T
o L T
L
S 3+
"u‘, [0
= *
© *
¥ 2
2 i |
©
»
S 1-
o

0l —lemmm

3d 7d 14d 21d 28d 70d

Abb. 24: Histologisch ermittelte periostale Kallusfliche in [mm?] in der Union-Gruppe (weilke Saulen)
und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert + SEM;
*p<0,05 vs. Union; %p<0,05 vs. 3d; Pp<0,05 vs. 7d; Yp<0,05 vs. 28d;
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4414 Kallusdurchmesser

Der histologisch bestimmte Kallusdurchmesser in Frakturspaltmitte erreichte in der
Union-Gruppe nach 14 Tagen seinen hoéchsten Wert und blieb bis zum einsetzenden
Remodeling-Prozess ab Tag 28 nahezu konstant. In der Non-Union-Gruppe war der
Kallusdurchmesser in Frakturspaltmitte nach sieben Tagen maximal ausgepragt und fiel
anschlielend ab, bis kein periostaler Kallus mehr in der Mitte des Frakturspalts nach 70
Tagen erfasst werden konnte. Der Kallusdurchmesser in Frakturspaltmitte war in der
Union-Gruppe nach 14, 21, 28 und 70 Tagen signifikant hoher als in der Non-Union-
Gruppe (Abb. 25).
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Abb. 25: Histologisch ermittelter Kallusdurchmesser in Frakturmitte in [mm] in der Union-Gruppe
(weiBe Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen;
Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. Union; °p<0,05 vs. 3d; Bp<0,05 vs. 7d;

4.4.1.5 Zusammensetzung des periostalen Kallus

4.41.5.1 Bindegewebe

Der bindegewebige Anteil des periostalen Kallus nahm im zeitlichen Verlauf in beiden
Versuchsgruppen ab, bis nach 70 Tagen kein Bindegewebe mehr nachgewiesen
werden konnte. Nach 14 Tagen zeigte sich in der Union-Gruppe ein signifikant hoherer
Anteil an Bindegewebe als in der Non-Union-Gruppe. Ansonsten fanden sich keine

Unterschiede im Bindegewebeanteil zwischen den beiden Versuchsgruppen (Abb. 26).
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Abb. 26: Bindegewebiger Anteil des periostalen Kallus in [%] in der Union-Gruppe (weif3e Saulen) und
der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; °p<0,05 vs. 7d; Bp<0,05 vs. 14d; Yp<0,05 vs. 21d; 6p<0,05 vs. 28d

4.4.1.5.2 Knorpel

Der knorpelige Anteil des periostalen Kallus nahm im zeitlichen Verlauf der
Frakturheilung in beiden Versuchsgruppen ab Tag 7 zu und anschlieend bis zum Ende
des Untersuchungszeitraums wieder ab. Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Union-Gruppe und Non-Union-Gruppe
(Abb. 27).
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Abb. 27: Knorpeliger Anteil des periostalen Kallus in [%] in der Union-Gruppe (weifte Saulen) und der
Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert + SEM; “p<0,05
vs. 7d; Pp<0,05 vs. 14d; Yp<0,05 vs. 21d;
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44153 Knochen

Der knocherne Anteil des periostalen Kallus nahm im zeitlichen Verlauf in beiden
Versuchsgruppen kontinuierlich zu, bis der Kallus nach 70 Tagen in der Union-Gruppe
komplett und in der Non-Union-Gruppe nahezu vollstandig aus Knochen
zusammengesetzt war. Nur nach 14 Tagen zeigte sich in der Non-Union-Gruppe ein
signifikant hoherer Anteil an Knochen am periostalen Kallus im Vergleich zur Union-
Gruppe. Ansonsten fand sich kein Unterschied im prozentualen Knochenanteil zwischen
beiden Gruppen (Abb. 28).
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Abb. 28: Kndcherner Anteil des periostalen Kallus in [%] in der Union-Gruppe (weif3e Saulen) und der
Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert + SEM; *p<0,05
vs. Union; “p<0,05 vs. 7d; Pp<0,05 vs. 14d; Yp<0,05 vs. 21d; ®p<0,05 vs. 28d

4.4.2 Immunhistologische CD-31 Farbung

Die quantitative Analyse der Gefalidichte konnte in keinem der untersuchten Bereiche
des Kallus wahrend der Frakturheilung einen signifikanten Unterschied zwischen der
Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe aufzeigen, mit einer Ausnahme im
endostalen Kallusbereich 14 Tage nach Erzeugung des Segmentdefekts. Beide
Versuchsgruppen zeigten im Verlauf der Frakturheilung eine zeitlich und raumlich

vergleichbare Vaskularisierung.
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4.4.21 Angiogenese im gesamten Kallus

Die Anzahl der Gefalde im gesamten Kallus stieg in beiden Versuchsgruppen wahrend
der Frakturheilung initial signifikant an und erreichte nach sieben Tagen ihren
Hochstwert in beiden Versuchsgruppen. Anschlielend nahm Gefaldanzahl in beiden
Versuchsgruppen wieder ab und erreichte ein vergleichbares nahezu konstantes
Niveau. Auch wenn die Non-Union-Gruppe nach 14 Tagen Uber eine hohere
Gefaldichte innerhalb des gesamten Kallusbereichs verfugte, konnte zu keinem
Zeitpunkt wahrend der Frakturheilung ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
GefalRanzahl zwischen der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe ausgemacht
werden (Abb. 29).
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Abb. 29: Anzahl der Gefalie pro High-Power-Field im gesamten Kallus in der Union-Gruppe (weil3e
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert
+ SEM; °p<0,05 vs. 3d; Pp<0,05 vs. 14d

Nachfolgende histologische Abbildungen stellen reprasentative Schnitte von
immunhistologisch gefarbten CD31-Femur-Praparaten der Union-Gruppe und der Non-
Union-Gruppe wahrend der Frakturheilung nach 14 Tagen dar (Abb. 30).
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Union-Gruppe Non-Union-Gruppe

Abb. 30: CD31-Schnitte der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe nach 14 Tagen.
Markierte GefalRe/Endothelzellen stellen sich braun gefarbt dar.
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4.4.2.2 Endostale Angiogenese

Die Gefalidichte im endostalen Bereich des Kallus zeigte wahrend der Frakturheilung im
zeitlichen Verlauf in der Non-Union-Gruppe initial eine geringfigige Zunahme zwischen
Tag 3 und Tag 7 mit anschlieiendem Verbleib der Werte auf einem konstanten Niveau.
In der Union-Gruppe war die endostale GefalRdichte im Kallus zunachst nach 14 Tagen
niedriger, erreichte jedoch nach 21 Tagen mit der Non-Union-Gruppe vergleichbare
Werte (Abb. 31).
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Abb. 31: Anzahl der Gefale pro High-Power-Field im endostalen Kallus in der Union-Gruppe (weil3e
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert
+ SEM; *p<0,05 vs. Union

4.4.2.3 Periostale Angiogenese

Die Anzahl der periostalen Gefalde im Kallus stieg wahrend der Frakturheilung in beiden
Versuchsgruppen initial zwischen Tag 3 und Tag 7 signifikant an, erreichte nach sieben
Tagen den hochsten Wert und nahm anschlieRend in beiden Versuchsgruppen wieder
ab. Zu keinem Zeitpunkt war ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der periostalen
Gefalldichte im Kallus zwischen der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe

nachzuweisen (Abb. 32).
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Abb. 32: Anzahl der Gefale pro High-Power-Field im periostalen Kallus in der Union-Gruppe (weil3e
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert
+ SEM; %p<0,05 vs. 3d; Pp<0,05 vs. 7d; Yp<0,05 vs. 14d

4.4.2.4 Zentrale Angiogenese

Die Anzahl der Gefalde im zentralen Kallus stieg in beiden Gruppen initial zwischen Tag
3 und Tag 7 signifikant an, erreichte nach sieben Tagen den Hochstwert und nahm
anschlieBend wieder ab. Auch wenn die Non-Union-Gruppe Uber eine tendenziell
hdhere zentrale GefalRdichte nach 14 Tagen verflgte, konnte zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied zwischen der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe
ausgemacht werden. Nach 70 Tagen konnten aufgrund des abgeschlossenen
Heilungsverlaufs keine zentralen Gefalle ausgezahlt werden (Abb. 33).
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Abb. 33: Anzahl der Gefalke pro High-Power-Field im zentralen Kallus in der Union-Gruppe (weilke
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen; Mittelwert
+ SEM; %p<0,05 vs. 3d; Pp<0,05 vs. 7d; Yp<0,05 vs. 14d
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4.4.2.5 Intercortikale Angiogenese

Die intercortikale GefaRdichte nahm in beiden Versuchsgruppen initial zwischen Tag 3
und Tag 7 signifikant zu und erreichte nach sieben Tagen in der Non-Union und nach 14
Tagen in der Union den hochsten Wert. Anschlieffend konnte eine leichte Abnahme der
GefalRdichte beobachtet werden, bis sich in beiden Gruppen ab Tag 21 eine
vergleichbare intercortikale Gefaldichte einstellte. Zu keinem Zeitpunkt lag ein
signifikanter Unterschied zwischen der Union- und Non-Union-Gruppe vor. Nach 70
Tagen konnten aufgrund der Heilung der Femora der Union-Gruppe keine
intercortikalen GefalRe ausgezahlt werden (Abb. 34).
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Abb. 34: Anzahl der GefalRe pro High-Power-Field im intercortikalen Kallus in der Union-Gruppe
(weiBe Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 3, 7, 14, 21, 28 und 70 Tagen;
Mittelwert + SEM; °p<0,05 vs. 3d

4.5 Western Blot

Die Proben der Union-Gruppe nach sieben Tagen wurden aufgrund der geringen Menge
des erhaltenen Kallusmaterials zusammengefuhrt und als eine Probe analysiert. Da sich
dadurch nur ein Wert zum Zeitpunkt nach sieben Tagen ergab, konnte kein T-Test

zwischen den Versuchsgruppen nach sieben Tagen durchgeflhrt werden.
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451 VEGF

In beiden Versuchsgruppen fiel die VEGF-Expression nach initial hdheren Werten nach
sieben Tagen zum Zeitpunkt nach 14 Tagen signifikant ab. Die Western-Blot-Analyse
zeigte in der Non-Union-Gruppe zu allen Zeitpunkten eine tendenziell hohere
Expression von VEGF als in der Union-Gruppe. Nach 14 Tagen war die Expression von
VEGEF in der Non-Union-Gruppe signifikant gréf3er als in der Union-Gruppe (Abb. 35).
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Abb. 35: A: VEGF-Expression im Kallus in [OD*mm?“/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; “p<0,05 vs. 7d; Bp<0,05 vs. 14d; B: Western-Blot-Expression von VEGF in der Union-

Gruppe und der Non-Union-Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem
Roéntgenfilm

452 BMP-2

Die Expression von BMP-2 nahm im zeitlichen Verlauf in der Union-Gruppe tendenziell
gering zu und in der Non-Union-Gruppe leicht ab. Nach sieben Tagen leicht erhdhter
Expression von BMP-2 in der Non-Union-Gruppe zeigte sich nach 14 und 21 Tagen
eine signifikant niedrigere BMP-2-Expression in der Non-Union-Gruppe im Vergleich zur
Union-Gruppe (Abb. 36).
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Abb. 36: A: BMP-2-Expression im Kallus in [OD*mm?“/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; B: Western-Blot-Expression von BMP-2 in der Union-Gruppe und der Non-Union-
Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rontgenfilm

4.5.3 BMP-4

Die BMP-4-Expression zeigte sich im zeitlichen Verlauf in der Non-Union-Gruppe
konstant, wahrend in der Union-Gruppe eine geringe Abnahme der BMP-4-Expression
nach 21 Tagen im Vergleich zu den friheren Zeitpunkten zu beobachten war. Nach 14
Tagen war die Expression von BMP-4 in der Non-Union-Gruppe signifikant niedriger als
in der Union-Gruppe (Abb. 37).
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Abb. 37: A: BMP-4-Expression im Kallus in [OD*mm?“/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; B: Western-Blot-Expression von BMP-4 in der Union-Gruppe und der Non-Union-
Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rdntgenfilm
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454 PCNA

In der Union-Gruppe zeigte sich nach 14 Tagen eine signifikant hohere PCNA-
Expression als nach sieben und 21 Tagen. In der Non-Union-Gruppe waren im Verlauf
trotz leicht erhdhtem Wert nach sieben Tagen keine signifikanten Unterschiede in der
PCNA-Expression zwischen den einzelnen Zeitpunkten nachzuweisen. Nach 14 Tagen
war die Expression von PCNA signifikant hoher in der Union-Gruppe als in der Non-
Union-Gruppe, was auf eine hdohere Proliferationsrate in der Union-Gruppe zu diesem
Zeitpunkt hinweist (Abb.38).
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Abb. 38: A: PCNA-Expression im Kallus in [OD*mm?®/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weiRe
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; °p<0,05 vs. 7d; Bp<0,05 vs. 14d B: Western-Blot-Expression von PCNA in der Union-

Gruppe und der Non-Union-Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem
Roéntaenfilm

455 Sclerostin

Die Sclerostin-Expression war in der Union-Gruppe zu allen Zeitpunkten in etwa gleich
stark ausgepragt. In der Non-Union-Gruppe nahm die Sclerostin-Expression von Tag 7
auf Tag 14 zu und verblieb nach 21 Tagen auf diesem Niveau. Hierbei war die
Sclerostin-Expression in der Non-Union-Gruppe nach 14 und 21 Tagen tendenziell
héher als in der Union-Gruppe, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied (Abb.
39).

74



Ergebnisse

A B
:é 5.09 Sclerostin
o
£ Union Non-Union
<
(] [ |
£
£
a | 14d | .
: Tl I |
= [ 214 ] o ®
3 o I_Ii ] |
® 7d 14d 21d

Abb. 39: A: Sclerostin-Expression im Kallus in [OD*mm?/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weilte
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM; B:
Western-Blot-Expression von Sclerostin in der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe nach 7, 14 und
21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rdntgenfilm

4.5.6 Noggin

Die Noggin-Expression war in der Union-Gruppe zu allen Zeitpunkten in etwa gleich
stark ausgepragt, wahrend sie in der Non-Union-Gruppe kontinuierlich zunahm. Die
Expression von Noggin war in der Non-Union-Gruppe nach 14 und 21 Tagen hdéher als

in der Union-Gruppe, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied (Abb. 40).
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Abb. 40: A: Noggin-Expression im Kallus in [OD*mm?/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM; B:
Western-Blot-Expression von Noggin in der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe nach 7, 14 und 21
Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rontgenfilm
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4.5.7 Ang-1

Die Ang-1-Expression war nach 14 Tagen signifikant hoher in der Non-Union-Gruppe
als in der Union-Gruppe. Nach sieben und 21 Tagen konnte keine Expression von Ang-
1 nachgewiesen werden (Abb. 41).
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Abb. 41: A: Ang-1-Expression im Kallus in [OD*mm?B-Actin-OD*mm?“] in der Union-Gruppe (weilke
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; B: Western-Blot-Expression von Ang-1 in der Union-Gruppe und der Non-Union-
Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rdntgenfilm

458 Tie2

Die Expression von Tie-2 nahm im zeitlichen Verlauf in beiden Versuchsgruppen bis zu
Tag 21 zu. Sie war zu allen Zeitpunkten in der Non-Union-Gruppe leicht hoher als in der
Union-Gruppe, jedoch konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der

Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe nachgewiesen werden (Abb. 42).
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Abb. 42: A: Tie-2-Expression im Kallus in [OD*mm?/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weilte
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
%p<0,05 vs. 14d; B: Western-Blot-Expression von Tie-2 in der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe
nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rontgenfilm

459 MMP13

Die Expression von MMP13 nahm in der Union-Gruppe im Verlauf von Tag 14 bis Tag
21 signifikant zu, wahrend sie in der Non-Union-Gruppe nach einem Anstieg an Tag 14
nach 21 Tagen erneut abfiel. Die MMP13-Expression war nach 14 Tagen in der Non-

Union-Gruppe signifikant hdher als in der Union-Gruppe (Abb. 43).
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Abb. 43: A: MMP13-Expression im Kallus in [OD*mm?*/B-Actin-OD*mm?] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; °p<0,05 vs. 14d; B: Western-Blot-Expression von MMP13 in der Union-Gruppe und der
Non-Union-Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rontgenfiim
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4.5.10 Cyr61

Die Expression von Cyr61 war nach 14 Tagen in der Union-Gruppe signifikant héher als
in der Non-Union-Gruppe. Sowohl nach sieben Tagen als auch nach 21 Tagen konnte

keine Expression von Cyr61 nachgewiesen werden (Abb. 44).
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Abb. 44: A: Cyr61-Expression im Kallus in [OD*mm?/B-Actin-OD*mm?“] in der Union-Gruppe (weile
Saulen) und der Non-Union-Gruppe (schwarze Saulen) nach 7, 14 und 21 Tagen; Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. Union; B: Western-Blot-Expression von Cyr61 in der Union-Gruppe und der Non-Union-
Gruppe nach 7, 14 und 21 Tagen als geschwarzte Banden auf einem Rontgenfilm
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3d 7d 14d 21d 28d 70d
Non-
. . . Non- . Non- . Non- . Non- . Non-
Union Union Union " Union " Union . Union . Union "
Union Union Union Union Union
Micro-CT
Frakturspalt- 0,16£0,02 141:005 | 010£0,02 | 144$003 | 009:002 | 1064007 | 009003 | 1,0840,07 003:0,02 | 099010 | 000:000 | 0,810,118
GroRe [mm]
'[ﬁ:l]‘jlsl‘[’r?]';']“e” 009:0,02 | 006:001 | 0,13:003 | 005000 | 012:0,02 | 015:002 | 0974043 | 042£0,12 2724036 | 045:015 | 1,05¢0,08 | 0,29:0,07
r:]‘:}'fﬁ"a [mh/rlrgr]nent of | 002:000 | 0012000 | 004000 | 0012000 | 003:000 | 008:002 | 037:022 | 0.27:0,11 1,00£013 | 0242009 | 072:008 | 0,25:0,10
Histologie - Trichromfirbung nach Masson-Goldner
grraé‘g;r[sn‘z;';' 062:0,06 | 1,88:004 | 043:004 | 183:007 | 0312005 | 1212023 | 0,30£0,05 1,20£0,12 021:0,06 | 099009 | 000:000 | 1,000,113
Fl!’?)?::tns% Score 0,00£0,00 | 0,00£000 | 000000 | 000:000 | 000£0,00 | 000£000 | 1,17£0,31 0,000,00 1,50£0,67 | 0,17:017 | 4,00£0,00 | 0,00£0,00
Periostale 5 017£0,02 | 0112002 | 1,13:044 | 217:035 | 3542030 | 1924022 | 343:070 | 233:0,55 | 342:023 | 157:035 | 142¢021 | 061035
Kallusflache [mm?]
'[(r:r'l]‘fd“mhmesser 000£0,00 | 000:000 | 128:043 | 1662012 | 2242013 | 050:032 | 2,11%0,29 0,38:0,38 219:0,10 | 0412011 | 1,50:0,11 | 0,00£0,00
Zusammensetzung 100,0:0,00 | 100,0:000 | 9534:2,87 | 96,84:068 | 7328:560 | 49,23:3,16 | 26,58:6,06 | 22,54:8,68 | 13,82:547 | 20,36:6,80 | 000000 | 0,00£0,00
Bindegewebe [%]
ﬁﬁf’?‘;’;'ln[eo/”]semng 000£0,00 | 000:000 | 466:287 | 049:024 | 24,65:517 | 1643391 | 9,83204 | 1659:421 | 7,01#147 | 695:276 | 000£0,00 | 1,78+178
0
iﬁzir:er?]e[rg/s]etzung 0,00:0,00 | 000:000 | 000000 | 2,66:0,64 | 207085 | 34,33:571 | 6359664 | 60,87+1101 | 79,0746,73 | 72,68¢9,10 | 100,0:0,00 | 98,22¢1,77
b
Histologie - Inmunhistologie
E?:J:ﬁf’”"’:] 116£0,31 | 127:016 | 5542042 | 696:0,61 | 4,81:053 | 656:061 | 423:074 | 3,98:0,31 4172022 | 420:057 | 3351044 | 4,05:051
ﬁzféﬁ:l’ HPF] 1,80:053 | 146:037 | 136:0,26 | 260:0,54 | 1,26:026 | 3112043 | 3042068 | 291¢044 | 3312072 | 3112069 | 349058 | 3,50£0,54
Liﬁgﬁ:{ HPF] 086£0,18 | 1461021 | 976:075 | 860:045 | 661:0,80 | 818065 | 513£101 383:0,35 | 443:058 | 379:048 | 298:0,35 | 4,34083
[Z(;‘;Ifaﬁe/ HPF] 067:0,31 | 1026018 | 1196:0,54 | 1044:1,01 | 661:0,35 | 9,50£144 | 4424126 | 486:1,37 | 4391054 | 347:0,73 X X
[GeféRe/HPF] 0258010 | 0312012 | 5504200 | 817:081 | 685:1,67 | 7,38+117 | 542098 | 563:0,80 | 5674065 | 535:0,82 X 5,75£0,83
intercortikal
Western Blot
VEGF _ [ODmm"/B- X X 1512000 | 14041394 | 007:005 | 294:0,58 | 1,78:044 | 2,61:0,98 X X X X
Actin-OD*mm?]
-
BMP-2_[OD*mm’/ B- X X 53000 | 824:1,35 | 10464178 | 4904137 | 1133:1,16 | 525:0,77 X X X X
Actin-OD*mm°]
BMP-4 [OD*mm*/ B- X X 713:0,00 | 5326044 | 7,34£119 | 416:0,27 | 398:0,75 | 4,41%1,11 X X X X
Actin-OD*mm?]
-
PCNA _ [OD/mm’/B- X X 2076000 | 7.37+1,87 | 6276051 | 372:034 | 387:058 | 3,9240.88 X X X X
Actin-OD*mm?]
Sclerostin[OD)mm"/- X X 0421000 | 055:016 | 038:009 | 2,52:082 | 0,69:0,08 2,35£0,91 X X X X
Actin-OD*mm°]
- e
Noggin [OD*mm’/ B- X X 0,58£0,00 | 081007 | 1,13:004 | 2,33:059 | 0,94:0,16 3,50+1,10 X X X X
Actin-OD*mm?]
Ang-1 [OD*mm*/B-
J X X X X 1,91£0,1 3,040,24 X X X X X X
Actln-OD*mmz]
Tie-2  [OD;mm®/B- X X 087:000 | 248:034 | 124:018 | 3,03:0,78 | 4,23:0,25 4,85£0,97 X X X X
Actin-OD*mm?]
-
MMP13 [OD*mm’/ B- X X 2876000 | 434:097 | 2,86:036 | 1018:2,50 | 539:052 | 585¢123 X X X X
Actin-OD*mm°]
Cyr61 [OD*mm*/B-
A X X X X 268:0,23 | 1,02£044 X X X X X X
Actin-OD*mm?]

Tab. 5: Ubersicht (iber die Ergebnisse von Micro-CT, Histologie und Western Blot; Mittelwert + SEM
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5. Diskussion

5.1 Frakturmodell

Die Operation, Narkose und die postoperative Analgesierung wurden von den
Versuchstieren gut vertragen. Trotz der invasiven Operationstechnik konnte man
frihzeitig einen physiologischen Bewegungsablauf mit adaquater Belastung
beobachten, so dass eine stabile Implantatlage angenommen werden kann. Das
gewahlte Tiermodell kann ohne Einschrankung als reproduzierbar und zur
Beantwortung der Fragestellung als geeignet beurteilt werden.

Der Beobachtungszeitraum wurde so gewahlt, dass der Verlauf der Frakturheilung und
der Angiogenese grof3zlgig, sowohl in der Frihphase als auch zu einem Endpunkt mit
schliel3lich etablierter atropher Pseudarthrose bzw. vollzogener Frakturheilung, beurteilt
werden konnte.

Die Ausbildung der atrophen Pseudarthrose erfolgte auf Basis eines segmentalen
Knochen-Defekts, wie dieser haufig zur Erzeugung von Pseudarthrosen auch in
anderen Spezies genutzt wurde (Tiedeman et al. 1991; Boyan et al. 1999; Heckman et
al. 1999).

Da wir in dieser Studie gezielt die Angiogenese und Vaskularisierung wahrend der
Frakturheilung untersuchen wollten, musste ein Frakturmodell zur Anwendung kommen,
in welchem die Angiogenese nicht durch das Frakturmodell selbst von vornherein
beeintrachtigt ist.

Modelle mit periostalem Stripping oder Kauterisierung des Periosts und damit
verbundener Gefallverletzung durch die Deperiostierung konnten somit nicht eingesetzt
werden. Diese mit einer Destruktion des Periosts einhergehenden Frakturmodelle
fuhren zur Ausbildung von atrophen Pseudarthrosen mit einer Beeintrachtigung der
enchondralen und intramembrandsen Frakturheilung (Kokubu et al. 2003; Kaspar et al.
2008), basieren jedoch auf einer Ausschaltung des Periosts und seines Beitrags zur
Angiogenese und Frakturheilung durch Zerstérung von Gefallen und osteogenen
Vorlauferzellen im Periost (Kokubu et al. 2003). Diese Frakturmodelle ermdéglichen
keinen reliablen Vergleich der Vaskularisierung zwischen Unions und atrophen

Pseudarthrosen zur Beantwortung der Frage, ob atrophe Pseudarthrosen von Grund auf
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mindervaskularisiert sind, weil sie eine Mindervaskularisierung durch Destruktion des
Periosts und der versorgenden Gefalde selbst herbeifuhren.

Um eine Untersuchung der Angiogenese zu gewahrleisten, erzeugten wir mittels der
Pin-Clip-Osteosynthese einen rotationsstabilen segmentalen Knochen-Defekt ohne
Destruktion des Periosts. Die Untersuchungen der explantierten Femora haben zum
Ende des Beobachtungszeitraums in der Union-Gruppe eine vollstandige kndcherne
Uberbriickung des Frakturspalts ergeben. Mikrotomografisch sowie histologisch war im
Verlauf eine progrediente Abnahme der Grol3e des Frakturspalts bis zur vollstandigen
Ausheilung der Fraktur zu erkennen. In der Non-Union-Gruppe zeigte sich dagegen
computertomografisch wie auch histologisch unter Abnahme der GroRe des
Frakturspalts die Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose mit den dafur typischen
Kriterien eines persistierenden Frakturspalts ohne knécherne Uberbriickung,
abgerundeten Knochenenden und interfragmentaren fibrésem Gewebe.

Folglich handelt es sich bei dem in dieser Studie eingesetzten Frakturmodell mit
segmentalen Knochen-Defekten um ein zuverlassiges Modell zur Erzeugung von
atrophen Pseudarthrosen, ohne dass die Notwendigkeit einer Destruktion des Periosts
besteht. Die Ausbildung der atrophen Pseudarthrose oder Frakturausheilung wird
ausschlieBlich durch die Grolie des segmentalen Knochen-Defekts bestimmt.

Neben der Zuverlassigkeit des Frakturmodells waren das niedrige Implantatgewicht, die
gute und gunstige Verfugbarkeit, die axiale und rotationsstabile Versorgung der Fraktur
und die Mdéglichkeit, definierte Osteotomien zu erzeugen, von Vorteil.

Nachteilig dagegen wirkt sich der gro3e offene operative Zugang mit Traumatisierung
des Weichteilgewebes, des Periosts und des kortikalen Knochens aus, was den Verlauf
der Frakturheilung negativ beeinflussen konnte. Auch erfolgt keine absolut feste
Fixierung des Pin-Clips, so dass der Pin dislozieren kann und der Clip Uber einen
gewissen Bewegungsspielraum verfugt, was Bewegungen im Frakturbereich
begunstigen kann (Garcia et al. 2008a).

Einflussfaktoren auf die Frakturheilung wie Alter (Lu et al. 2008) und Geschlecht (Strube
et al. 2009; Mehta et al. 2011) wurden umgangen, indem in der vorliegenden Studie
ausschlie3lich weibliche Versuchstiere mit einem Alter von 8-14 Wochen und einem

Gewicht von 31 +/- 2g einbezogen wurden.
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5.2 Frakturheilung in Unions und Non-Unions

Die Beurteilung der Frakturheilung erfolgte mittels konventioneller Rontgenaufnahmen,
Micro-Computer-Tomografie und histologischer Untersuchungen. Es zeigte sich eine
sekundare Frakturheilung mit Ausbildung eines periostalen Kallus und Uberwiegend
eine  enchondrale Knochenbildung im Frakturspalt. Die intramembrandse
Knochenbildung war weniger ausgepragt und beschrankte sich auf Anteile des Periosts
und der Kortikalis. Endostale Knochenbalckchen konnten beobachtet werden, doch
waren diese nur wenig ausgebildet und der intramedullare Raum hauptsachlich mit
Knochenmark gefillt.

Die quantitativen Untersuchungen des Kallus ergaben ein hoheres Kallusvolumen (p-
CT), eine hohere mechanische Stabilitat (PMOI im p-CT), eine groRere axiale (u-CT)
sowie periostale Kallusflache (Histologie) und einen groReren Kallusdurchmesser
(Histologie) in der Union-Gruppe im Vergleich zur Non-Union-Gruppe. Sowohl
mikrotomografisch als auch histologisch war die Frakturheilung der Union-Gruppe der
Non-Union-Gruppe Uberlegen.

Auch die Bestimmung des Proliferationsmarkers PCNA spricht fur eine verminderte
Aktivitat und Proliferation des Gewebes in der Non-Union-Gruppe einhergehend mit
einer signifikant geringeren Kallusbildung. Analog konnten Fujita et al. anhand der
Bestimmung von PCNA zeigen, dass in ihrem Non-Union-Modell die Proliferationsrate
von Chondrozyten nach zwei Wochen abrupt abfiel (Fujita et al. 1998).

Diese Werte, sowie die ihnen zu Grunde liegende Entwicklung, sprechen unabhangig
von der Angiogenese und Vaskularisierung im Frakturbereich, fir eine bessere und
damit erfolgreichere Frakturheilung in der Union-Gruppe. Die Regeneration des
geschadigten Knochengewebes war in der Non-Union-Gruppe beeintrachtigt, eine
Heilung der Fraktur wurde trotz Ausbildung eines Kallus und neuen Knochengewebes
nicht erreicht. Ein ahnlicher Heilungsprozess konnte ebenfalls in weiteren Studien
beobachtet werden, welche die Frakturheilung in segmentalen Defekten untersucht
haben. Diese zeigten ebenfalls einen beeintrachtigten Heilungsprozess mit verminderter
Knochenbildung und der Ausbildung einer Pseudarthrose in der Versuchsgruppe mit
dem grolReren segmentalen Defekt (Claes et al. 2003) bzw. einen unvollstandigen und

beeintrachtigten Heilungsprozess (Augat et al. 1998).
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Hinsichtlich der Gewebe-Zusammensetzung des entstandenen Kallus konnte ein
nahezu analoger Verlauf in der Union-Gruppe und der Non-Union-Gruppe beobachtet
werden. Es zeigte sich Uberwiegend eine dreistufige Entwicklung mit Ausbildung eines
bindegewebigen Kallus mit anschlieRender knorpeliger sowie knécherner Umwandlung
des Kallusgewebes entsprechend dem Ablauf der enchondralen Ossifikation, wie bei
der Maus beschrieben (Manigrasso & O'Connor, 2004). So nahm im Verlauf der
bindegewebige Anteil ab und der knorpelige und knocherne Anteil zu, bis es zur
vollstdndigen Umwandlung des knorpeligen Kallus in Knochen kam. Eine

intramembrandse Knochenbildung konnte nur in geringem Ausmal} beobachtet werden.

5.3 Vaskularisierung in Unions und Non-Unions

Anhand der gewonnenen Daten kann die Aussage getroffen werden, dass sich die
Angiogenese und damit die Vaskularisierung zwischen den beiden untersuchten
Versuchsgruppen der atrophen Pseudarthrose und der verheilenden Fraktur (Non-Union
vs. Union) im zeitlichen Verlauf nicht unterscheidet.

Zu Beginn der Studie wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine beeintrachtigte
Angiogenese in der frihen Phase der Frakturheilung zur Ausbildung einer atrophen
Pseudarthrose fuhrt. Die erhobenen Daten zeigen jedoch, dass sich die
Vaskularisierung zwischen atrophen Pseudarthrosen und normal verheilenden
Frakturen nicht wesentlich unterscheidet, sondern als gleichermalRen verlaufende
Entwicklung betrachtet werden kann. Weil also die Vaskularisierung im Frihstadium der
Frakturheilung trotz Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose nicht beeintrachtigt war,
muss die gestellte Hypothese abgelehnt und damit die Null-Hypothese angenommen
werden.

Die Angiogenese war daruber hinaus nicht nur nicht beeintrachtigt bei der Entstehung
der atrophen Pseudarthrose, sondern es konnte zusatzlich im endostalen Bereich der
atrophen Pseudarthrose nach 2zwei Wochen eine bessere Vaskularisierung
nachgewiesen werden als bei der heilenden Fraktur. Obwohl bisherige Studien wahrend
der frihen Phase der Frakturheilung eher dem periostalen Kallus eine bessere
Vaskularisierung zusprechen (Brighton & Hunt 1991), leisten alle von der Fraktur

betroffenen Zellen und Gewebe, vom Knochenmark bis hin zum umgebenden
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Weichteilmantel, ihren Beitrag zur Frakturheilung, auch wenn der Beitrag des Periosts
doch am grofdten ist (Gerstenfeld et al. 2003). Dies bestatigte sich in unserer Studie, in
welcher die Gefalddichte periostal und zentral sowohl in normal heilenden Frakturen als
auch der atrophen Pseudarthrose am hochsten war, ein Unterschied zwischen den
beiden Versuchsgruppen ergab sich jedoch nicht.

Eine bedeutende Rolle der Angiogenese und die Notwendigkeit einer vaskularen
Versorgung wahrend der Frakturheilung ist unbestritten (Rhinelander 1974; Glowacki
1998; Lu et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass eine Beeintrachtigung der
Angiogenese, beispielsweise durch Medikamente oder vaskulare Verletzungen, die
Frakturheilung verschlechtert und zur Ausbildung von atrophen Pseudarthrosen fluhren
kann (Hausman et al. 2001; Claes et a. 2003; Gaston & Simpson 2007; Chu et al.
2009), bedingt durch die mangelnde vaskulare Versorgung (Lu et al. 2007). Wir jedoch
konnten in unserer Studie zeigen, dass es trotz vorhandener Angiogenese und
vaskularer Versorgung zur Ausbildung von atrophen Pseudarthrosen kommen kann. Die
entstehenden und zum Untersuchungsende schlieBlich vorliegenden atrophen
Pseudarthrosen waren zu keinem Zeitpunkt avaskular. Die Ausbildung der atrophen
Pseudarthrosen ist somit nicht zwangslaufig durch eine verminderte Vaskularisierung
und Neubildung von Blutgefallen bedingt. Bereits Reed et al. konnten hinsichtlich der
Gefaldichte keinen signifikanten Unterschied in atrophen Pseudarthrosen im Vergleich
zu hypertrophen Pseudarthrosen und normal verheilenden Frakturen nachweisen (Reed
et al. 2002), was unsere gewonnenen Erkenntnisse bestatigt, dass sich die
Angiogenese in atrophen Pseudarthrosen und normal verheilenden Frakturen nicht
unterscheidet. Jedoch untersuchten Reed et al. bereits etablierte atrophe und
hypertrophe Pseudarthrosen zu unterschiedlichsten Zeitpunkten und nicht die frihe
Phase des scheiternden Heilungsprozesses, so dass eine Aussage Uber die
Vaskularisierung auf dem Weg zur Ausbildung einer Pseudarthrose von Reed et al.
nicht getroffen werden konnte.

Wahrend eine ausreichende Vaskularisierung eine Grundvoraussetzung fur eine
adaquate Wundheilung ist, fehlen klinische und experimentelle Studien, die zeigen,
dass eine beeintrachtigte Angiogenese die Ursache fir die Entstehung von
Pseudarthrosen darstellt. Einige Tierstudien haben den Prozess der Vaskularisierung
wahrend der verzogerten Frakturheilung untersucht. Diese Studien haben gezeigt, dass

Instabilitdt im Frakturbereich die Frakturheilung und Vaskularisierung beeintrachtigt
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(Claes et al. 2002; Lienau et al. 2005). Jedoch fuhrt die Instabilitat im Frakturbereich zur
Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose mit einer von der atrophen
Pseudarthrose unterschiedlichen Pathophysiologie, so dass die Ergebnisse dieser
Studien nicht direkt mit den hier prasentierten Ergebnissen verglichen werden kdnnen.
Claes et al untersuchten in einer Studie die Vaskularisierung von segmentalen
Knochendefekten, welche mit einem externen Fixateur stabilisiert wurden, welche eine
axiale Belastung der Osteotomie ermdglichte (Claes et al. 2003). Hier zeigte sich bei
grolkeren Knochendefekten eine verminderte Vaskularisierung, jedoch wurde diese
lediglich zu einem Zeitpunkt nach neun Wochen und ohne immunhistologische
Anfarbung bestimmt. Reed et al. haben die Vaskularisierung in einem Modell mit
atrophen Pseudarthrosen an Ratten untersucht (Reed et al. 2003). Sie beschrieben eine
generell verminderte Gefaldichte in atrophen Pseudarthrosen nach einer Woche und
eine signifikant erhdhte Gefaldichte in atrophen Pseudarthrosen nach acht und 16
Wochen. Jedoch wurde die atrophe Pseudarthrose in ihrer Studie mittels Resektion des
Periosts und endostaler Kurettage herbeigefuhrt. Die auf diese Weise zerstorten
endostalen und periostalen Gefale konnten die Ursache fur die verminderte
Gefaldichte in der Pseudarthrose in der ersten Woche der Heilungsphase sein. Somit
lasst sich nicht eindeutig belegen, ob die verminderte Vaskularisierung nach einer
Woche zur atrophen Pseudarthrose gefuhrt hat oder ob die atrophe Pseudarthrose
lediglich das Resultat der endostalen und periostalen Destruktion war.

Dem gegenuber stehen die in unserer Studie gewonnen Erkenntnisse, welche eine in
normal heilenden Frakturen und atrophen Pseudarthrosen gleichermalien verlaufende
Entwicklung der Vaskularisierung in der Fruhphase der Frakturheilung aufzeigen, wenn
Endost und Periost intakt belassen und nicht reseziert werden, auch wenn sich im
Verlauf eine atrophe Pseudarthrose ausbildet. Dies zeigt analog zu den Studien von
Reed et al. (Reed et al. 2002; Reed et al. 2003), dass sich sowohl in Unions als auch in
atrophen Pseudarthrosen wahrend des Frakturheilungsprozesses erfolgreich ein
vergleichbares Gefallnetzwerk ausbilden kann. Die Entstehung von atrophen
Pseudarthrosen bei segmentalen Defekten und damit das Versagen der Frakturheilung
geht nicht zwangslaufig mit einer gestérten oder beeintrachtigten Angiogenese und
Vaskularisierung einher, so dass im Rahmen von Segmentdefekten eine gestorte
Vaskularisierung nicht fur die Ausbildung der atrophen Pseudarthrose verantwortlich ist.

Auch wenn eine Stimulation der Angiogenese in diversen Studien zu einer besseren
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oder schnelleren Frakturheilung gefluhrt hat, ist doch die Angiogenese in atrophen
Pseudarthrosen von physiologischer Seite aus betrachtet gegentber der Angiogenese
in normal heilenden Frakturen nicht beeintrachtigt.

Auch muss auf Grundlage dieser Erkenntnisse die Definition der atrophen
Pseudarthrose uberdacht und modifiziert werden. Eine atrophe Pseudarthrose ist laut

unseren gewonnene Daten nicht obligat avaskular und avital.

5.4 Wachstumsfaktoren in Unions und Non-Unions

5.4.1 VEGF und BMP-2/-4

Wir konnten zeigen, dass die Expression von VEGF in atrophen Pseudarthrosen
signifikant hoher und die Expression von BMP-2/-4 in atrophen Pseudarthrosen
dagegen signifikant niedriger ist als in Unions. Die Entstehung von atrophen
Pseudarthrosen war bei adaquat ausgebildeter Vaskularisierung also nicht Folge eines
Versagens der VEGF vermittelten Angiogenese.

VEGF selbst ist als wichtigster angiogener Wachstumsfaktor bekannt. Zahlreiche
Studien haben eine Beteiligung von VEGF wahrend der Frakturheilung gezeigt
(Keramaris et al. 2008; Beamer et al. 2009). Eine Inhibition von VEGF beeintrachtigt die
Frakturheilung und fuhrt zur Ausbildung von Pseudarthrosen (Hausman et al. 2001;
Gaston & Simpson 2007). Umgekehrt fuhrt eine Behandlung mit VEGF zu einer
verbesserten Frakturheilung (Li et al. 2009). In den letzten Jahren wurde zunehmend
klar, dass die Funktion von VEGF Uber die Stimulation der Angiogenese hinausgeht. So
kann VEGF auch die enchondrale und intramembrandse Frakturheilung sowie die
Rekrutierung von Stammzellen vorantreiben (Keramaris et al. 2008; Beamer et al.
2009). Aufgrund seines stimulierenden Effekts auf die Frakturheilung wurde man eine
verminderte Expression von VEGF in Pseudarthrosen erwarten. Jedoch zeigte sich in
unserer Studie eine erhdhte Expression von VEGF in Pseudarthrosen im Vergleich zur
normalen Frakturheilung. Obwohl es leider nur wenig Informationen Uber die Expression
von VEGF in Pseudarthrosen gibt, konnten Studien erhdhte Serumwerte von VEGF in
Patienten mit Pseudarthrosen im Vergleich zu Unions zeigen (Sarahrudi et al. 2009;

Weiss et al. 2009). Jedoch gibt es bisher keine Studien am Menschen, welche die

86



Diskussion

Expression von VEGF im Frakturbereich zwischen Unions und Pseudarthrosen
vergleichen.

Wir kdbnnen somit zum ersten Mal von einer erhdhten VEGF-Expression im frakturnahen
Gewebe in atrophen Pseudarthrosen berichten, was mit den erhéhten Serumwerten von
VEGF bei Patienten mit atrophen Pseudarthrosen korreliert.

In der Literatur bestehen widerspruchliche Erkenntnisse hinsichtlich der Rolle von VEGF
wahrend der Frakturheilung und der Entstehung von Pseudarthrosen. Wahrend VEGF
in einigen Studien erfolgreich die Frakturheilung stimulieren konnte (Street et al. 2002;
Li et al. 2009), konnte wiederum in anderen Studien kein positiver Effekt beobachtet
werden (Peng et al. 2002; Peng et al. 2005a; Chu et al. 2009). Es konnte gezeigt
werden, dass VEGF allein nicht in der Lage ist, die Knochenbildung zu initiieren und
dass eine Ubermaliige Expression von VEGF sogar die Knochenregeneration behindert
(Peng et al. 2002; Peng et al. 2005a). Das konnte bei diesen Studien an der
Verwendung eines Frakturmodells gelegen haben, welches Uber eine intramembrandse
Knochenbildung geheilt ist. In diesen Studien fand man einen synergistischen
stimulierenden Effekt von VEGF auf die enchondrale Knochenbildung, wenn es mit
osteogenen Wachstumsfaktoren wie BMP-4 (Peng et al. 2002) oder BMP-2 kombiniert
(Peng et al. 2005a) wurde. Diese Studien zeigten auch, dass eine vermehrte Prasenz
von VEGF allein nicht in der Lage ist, kritische Defekte in Abwesenheit von BMP’s zu
heilen. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass fur den stimulierenden Effekt von
VEGF ein zusatzlicher osteogener Stimulus notwendig ist, um die enchondrale
Knochenbildung einzuleiten. Die stimulierende Wirkung von VEGF auf die
Frakturheilung in vorherigen Studien (Street et al. 2002) konnte somit mit einer
ausreichenden endogenen Freisetzung von osteogenen Wachstumsfaktoren
zusammenhangen oder durch die Verwendung anderer Frakturmodelle bedingt sein.
Tatsachlich nutzten Studien, welche Uber einen positiven Effekt von VEGF auf die
Frakturheilung berichtet haben, ein Frakturmodell der Diaphyse, welches ublicherweise
durch enchondrale Knochenbildung heilt (Street et al. 2002; Eckardt et al. 2005; Zhao et
al. 2007). Im Gegensatz dazu zeigten Studien an desmalen Knochen nach Behandlung
mit VEGF keine beschleunigte Knochenbildung (Peng et al. 2002; Kleinheinz et al.
2005). Vermutlich liegt dies an der Abwesenheit der enchondralen Knochenbildung in

diesen Knochen.
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Weil aber die atrophen Pseudarthrosen eine geringere Expression der endogenen
osteogenen Wachstumsfaktoren BMP-2/-4 aufwiesen, nehmen wir an, dass die
Ausbildung von atrophen Pseudarthrosen durch eine verminderte Expression von
osteogenen Wachstumsfaktoren verursacht wird oder durch ein gestortes Verhaltnis von
angiogenen zu osteogenen Wachstumsfaktoren bedingt ist. Ein Zusammenhang
zwischen der verminderten Expression von BMP-2/-4 und der verminderten
Kallusbildung wie auch dem Versagen der Frakturheilung in der Non-Union-Gruppe ist
denkbar. Jedoch kann man anhand der erhobenen Daten nicht sagen, ob die
verminderte Expression von BMP-2/-4 in Pseudarthrosen ursachlich fur das Versagen
der Frakturheilung war oder ob die Gewebedifferenzierung bzw. das Versagen des
Heilungsprozesses selbst zu einer verminderten Expression von BMP-2/-4 gefuhrt
haben.

Die Expression der Wachstumsfaktoren wurde fir den Kallus als Ganzes bestimmt, es
erfolgte keine Bestimmung der Expression in Abhangigkeit von ihrer mdglichen
raumlichen Lokalisation im Kallus oder der Zusammensetzung des Kallus oder der sie
produzierenden spezifischen Zelltypen. Deshalb kann man keine Schlisse daruber
ziehen, welche Zellen hauptsachlich an der Produktion und Ausschattung der
Wachstumsfaktoren und regulatorischen Proteine beteiligt waren und ob zellspezifische
Unterschiede zwischen Unions und atrophen Pseudarthrosen bestehen.

Die Expression von BMP-2/-4 wurde in dieser Studie untersucht, weil sie zwei der am
Besten charakterisierten BMP’s sind, sie Uber ein enormes osteoinduktives Potenzial
innerhalb der BMP Familie verfigen und sie in verschiedenen Phasen der
Frakturheilung aktiv sind (Cheng et al. 2003; Kwong et al. 2009a).

Vor allem BMP-2 und BMP-4 sind von besonderem Interesse, weil sich zeigte, dass ihre
Expression in Pseudarthrosen im Vergleich zu normal verheilenden Frakturen
vermindert ist (Niikura et al. 2006; Kwong et al. 2009b), was wir in unserer Studie
bestatigen konnten. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass atrophe Pseudarthrosen
initial BMP-2 und BMP-4 exprimieren, welche aber spater im Frakturspalt nicht mehr
nachzuweisen waren (Brownlow et al. 2001).

Weil aber eine Hypoxie generell ein starker Stimulus zur Bildung von VEGF ist
(Bouletreau et al. 2002), konnte die hypoxische Umgebung im Bereich grolder
segmentaler Defekte, wie in der Non-Union-Gruppe, zu einer erhdhten Expression von

VEGF flhren. Wir nehmen an, dass in segmentalen Defekten mit kritischer Grdéfle und
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in Situationen mit beeintrachtigter Vaskularisierung sowie bestehender Hypoxie das
primare Ziel des verletzten Gewebes ist, wieder ein vaskulares Netzwerk fur eine
adaquate Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung aufzubauen, um das Uberleben der
Zellen im Bereich der Fraktur zu sichern. Dies gelingt Uber eine erhéhte Expression von
VEGF unter diesen Bedingungen. Im Gegensatz dazu scheint die Expression von
Wachstumsfaktoren, welche die Differenzierung von Osteoblasten und die
Knochenbildung fordern, wie dies bei BMP-2 und BMP-4 der Fall ist, herunterreguliert
und nur von sekundarer Bedeutung zu sein, um ein Uberleben des Gewebes im
Frakturbereich sicherzustellen. Dies korreliert mit unserer Beobachtung einer erhdhten
Expression des angiogenen Wachstumsfaktors VEGF und einer erniedrigten Expression
von osteogenen Wachstumsfaktoren wie BMP-2 und BMP-4 in der Gruppe der atrophen
Pseudarthrose. Auch spricht die verminderte Kallusausbildung in der Non-Union-Gruppe
sowie die geringere PCNA-Expression und damit verminderte Gewebeproliferation fir
eine Vernachlassigung der Frakturheilung zu Gunsten der Angiogenese.

Unsere Hypothese wird gestutzt durch die Beobachtung, dass eine Ubermallige
Expression von VEGF im Verhaltnis zu BMP-2 bzw. BMP-4 die Frakturheilung
beeintrachtigt (Peng et al. 2002; Peng et al. 2005a), indem die Ubermalige Applikation
von VEGF zu einer vermehrten Proliferation von mesenchymalen Stammzellen zu
Endothelzellen anstatt zu einer chondrogenen/osteoblastischen Zelllinie fuhrt. Dazu
untersuchten Peng et al. den Einfluss von BMP-4 und VEGF sowohl auf die Heilung von
kritischen Knochendefekten als auch die ektope Knochenbildung in Muskelgewebe und
konnten zeigen, dass ein bestimmtes Verhaltnis von BMP-4 zu VEGF (5:1) die
Knochenheilung fordert, wahrend eine vermehrte Stimulation von VEGF gegenuber
BMP-4 (5:1) die Knochenheilung sogar beeintrachtigt und isoliertes VEGF ohne BMP-4
keine Knochenheilung herbeifiihren kann (Peng et al. 2002).

Ein ahnliches Verhalten konnte auch fur BMP-2 beschrieben werden, welches ebenfalls
einen synergistischen Effekt zusammen mit VEGF auf die Knochenheilung zeigte, wenn
es in einem bestimmten Verhaltnis appliziert wurde. Demnach fuhrte ein Verhaltnis zu
Gunsten BMP-2 gegenuber VEGF (5:1) zu einer besseren Knochenheilung kritischer
Defekte als umgekehrt ein Verhaltnis zu Gunsten VEGF (5:1) gegentber BMP-2 (Peng
et al. 2005a).

So kann also die in unserer Studie beobachtete relative Uberexpression von VEGF

gegenuber BMP-2/-4 die Ursache fur die Ausbildung der atrophen Pseudarthrosen sein,

89



Diskussion

bedingt durch das primare Ziel des geschadigten Gewebes die Vaskularisierung wieder
herzustellen unter initialer Vernachlassigung der Frakturheilung.

Ohne Zweifel sind die BMP’s wie auch VEGF essenziell fur die Regeneration des
Knochens. So stehen sie hinsichtlich der Regulation der regenerativen Vorgange in
enger Beziehung miteinander (Gerstenfeld et al. 2003), indem sie ihre jeweilige
Expression regulieren und beeinflussen (Deckers et al. 2002; Bouletreau et al. 2002)
und synergistisch auf die Frakturheilung wirken (Peng et al. 2002; Patel et al. 2008;
Kumar et al. 2010).

Die weitere Untersuchung der Rolle von BMP-2/-4 in der Ausbildung von
Pseudarthrosen, auch in Zusammenhang und Interaktion mit VEGF, ist von grolder
Bedeutung, insbesondere, da die erfolgreiche Behandlung von Knochendefekten mittels
BMP’s und VEGF abhangig ist vom applizierten Verhaltnis dieser Faktoren (Peng et al.
2002; Peng et al. 2005a) und ein Uberwiegen der angiogenen Stimulation gegeniiber

der osteogenen Stimulation zum Scheitern der Frakturheilung flhrt.

5.4.2. Sclerostin

Sclerostin als BMP-Antagonist wirkt negativ regulierend auf den Knochenstoffwechsel
(Kusu et al. 2003; Winkler et al. 2003) und nimmt an der Regulation der Knochenbildung
und Frakturheilung teil.

So kann eine Inaktivierung von Sclerostin den knochernen Heilungsverlauf positiv
beeinflussen (Agholme et al. 2010), die Kallusdichte und Knochenstarke erhéhen und
die Frakturheilung beschleunigen (Paszty et al. 2010).

Die Rolle von Sclerostin wahrend der Frakturheilung und die Verbindung mit der
Ausbildung von Pseudarthrosen bleibt unklar. Niikura et al konnten zeigen, dass die
Expression von Sclerostin in atrophen Pseudarthrosen geringer war als in der normal
verheilenden Vergleichsgruppe (Niikura et al. 2006). Dies widerspricht jedoch unseren

Ergebnissen, welche keinen Unterschied feststellen konnten.
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5.4.3 Noggin

Verschiedene Studien zeigten zwischen verheilenden und nicht verheilenden Frakturen
keinen Unterschied in der Noggin-Expression (Kwong et al. 2009b) sowie eine
verminderte Expression in Delayed Unions (Lienau et al. 2010) und Pseudarthrosen
(Niikura et al. 2006). Anhand dieser unterschiedlichen Ergebnisse ist eine Einordnung
der Funktion von Noggin im Rahmen einer gestorten oder verzégerten Frakturheilung
schwierig. Unsere Ergebnisse zeigen eine erhdhte Expression von Noggin in der Non-
Union-Gruppe im Kallus nach 7, 14 und 21 Tagen, jedoch ohne signifikanten
Unterschied. Da in diversen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass eine
Uberexpression von Noggin die Differenzierung und Aktivitdit von Osteoblasten
vermindert (Gazzerro et al. 1998; Wu et al. 2003; Tsialogiannis et al. 2009), zu einer
erhohten Knochenbrichigkeit bei vermehrter Knochenmasse (Okamoto et al. 2006)
oder insgesamt zu einer verminderten Knochenbildung (Aspenberg et al. 2001) fuhrt,
ware ein Zusammenhang zwischen einer vermehrten Expression von Noggin und der
Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose nicht abwegig. Da es die Differenzierung von
Osteoblasten und die Knochenbildung behindert, konnte es Uber diese negative
Einwirkung auf die Frakturheilung erheblich zur Entstehung einer Pseudarthrose
beitragen. Warum eine erhdhte Expression von Noggin in der Non-Union-Gruppe
vorliegt und wodurch diese bedingt ist, bleibt unklar und kann durch diese Studie nicht
beantwortet werden. Jedoch fuhren unsere Ergebnisse, unter Bezug auf die bisher
bekannten Wirkungen von Noggin, zu der Annahme, dass Noggin zur Ausbildung der
atrophen Pseudarthrose beitragt. Da Noggin als Antagonist von BMP’s bekannt ist
(Zimmerman et al. 1996), und deren Expression, also die von BMP-2 und BMP-4, in der
Non-Union-Gruppe vermindert war, konnte es in Verbindung mit der Regulation der
Osteogenese durch BMP-2/-4 stehen und die Frakturheilung negativ beeinflussen.

Da Noggin jedoch auch wahrend der normalen Frakturheilung hochreguliert ist (Dean et
al. 2010) und zusammen mit Sclerostin einen Komplex bildet, der die antagonistische
Wirkung der beiden Molekule reduziert und auf die Knochenbildung positiv stimulierend
wirkt (Winkler et al. 2004), konnte die vermehrte Expression von Noggin und Sclerostin
in den atrophen Pseudarthrosen im Gegensatz zur angenommenen inhibitorischen

Wirkung der beiden Moleklle eine stimulierenden Effekt auf die Frakturheilung
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vermitteln, der aber unzureichend flr eine erfolgreiche Heilung war und in einer

Pseudarthrose resultierte.

5.4.4 Ang-1und Tie-2

Neben VEGF ist auch Angiopoetin-1 ist ein wichtiger angiogener Wachstumsfaktor und
Ligand des Tie-2-Rezeptors. Die Analyse der Expression des Angiopoetins Ang-1 zeigte
in der Non-Union-Gruppe eine hohere Expression als in der Union Gruppe. Die
Expression von Tie-2 war in beiden Versuchsgruppen gleich.

In einem Modell mit verzégerter Frakturheilung konnte eine verringerte Expression von
Ang-1 (m-RNA) nachgewiesen werden (Lienau et al. 2009). In unserem Modell mit der
atrophen Pseudarthrose zeigte sich hingegen eine vermehrte Expression in der Non-
Union-Gruppe. Diese vermehrte Expression von Ang-1 in der Non-Union-Gruppe konnte
durch eine ausgepragte Hypoxie im groReren segmentalen Knochen-Defekt bedingt
sein und dem Zweck dienen, den beeintrachtigten Heilungsprozess durch vermehrte
Angiogenese positiv zu beeinflussen und die Frakturheilung zu férdern. Da Ang-1 und
Tie-2 eine stimulierende Wirkung auf die Angiogenese und Knochenbildung haben
(Horner et al. 2001; Suzuki et al. 2007; Park et al. 2010), scheint die vermehrte
Expression ein kompensatorischer Versuch des geschadigten Gewebes zu sein, die
Gefalbildung im Frakturbereich wie auch den Heilungsprozess zu fordern.

Trotz der vermehrten Expression von Ang-1 und Tie-2 kommt es zum Scheitern der
Frakturheilung und Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose. Eine therapeutische
Applikation von Angiopoetin scheint demnach eher fragwirdig, weil auch eine
physiologischerseits vermehrte Expression dieser Faktoren die Ausbildung der atrophen
Pseudarthrose nicht zu verhindern vermag und gegebenenfalls an ihrer Entstehung
beteiligt ist Gber eine Uberstimulation der Angiogenese auf Kosten der Osteogenese.
Eine bestimmte Balance zwischen angiogenen und anti-angiogenen Faktoren ist
notwendig, um den knorpeligen Kallus zu bewahren und eine geordnete Verknécherung
zu bewirken (Glowacki 1998). Uber eine Uberexpression von Ang-1 ist eine vorzeitige
Vaskularisierung des sonst avaskularen knorpeligen Kallus denkbar, mit der Folge einer

dadurch induzierten und friher einsetzenden Verkndcherung.
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5.4.5 MMP13

Bei Patienten mit erfolgloser Frakturheilung und Ausbildung von Pseudarthrosen zeigte
sich im Serum eine erhdhte Konzentration von MMP’s (Henle et al. 2005; Zimmermann
et al. 2007), was sich mit unseren Ergebnissen deckt, die fur die Non-Union-Gruppe
eine erhohte Expression von MMP13 im Vergleich zur Union-Gruppe nach 14 Tagen
zeigten. MMP13 ist essenziell fur die Frakturheilung und Angiogenese (Ferguson et al.
1999; Kosaki et al. 2007; Behonick et al. 2007), indem es die Einleitung der
Angiogenese und die Entwicklung von Chondrozyten wahrend der Frakturheilung und
damit die Resorption des Knorpels fordert.

Wir konnten eine vermehrte Expression von MMP13 in atrophen Pseudarthrosen
nachweisen, es bleibt dennoch offen, dies in den pathophysiologischen Prozess der
Frakturheilung einzuordnen. Es ist denkbar, dass eine beeintrachtigte Frakturheilung,
wie in unserem atrophen Non-Union-Modell, zu einer vermehrten Expression von
MMP13 fuhrt, damit den Heilungsprozess und die Angiogenese stimuliert und versucht
diese positiv zu beeinflussen und der Ausbildung der atrophen Pseudarthrose
entgegenzuwirken. Auch ware ein negativer Effekt von UbermaRig exprimiertem MMP13
auf die Frakturheilung denkbar. So konnte die gesteigerte Expression von MMP13 zu
einer Ubermaligen Degradation und Resorption des Kallus fihren und folglich zum

Versagen der Frakturheilung.

5.4.6 Cyr61

Cysteine-rich-protein Cyr61 ist fur eine Vielzahl zellularer Vorgange verantwortlich und
auch fur die Angiogenese und Frakturheilung von Bedeutung. In einem Delayed-Union-
Modell konnte eine verringerte Expression von Cyr61 nachgewiesen werden. Cyr61
scheint somit fur die Frakturheilung von Bedeutung zu sein. (Lienau et al. 2006; Lienau
et al. 2009). Diese verringerte Expression von Cyr61 im Delayed-Union-Modell ist mit
unseren Ergebnissen in Ubereinstimmung zu bringen, welche eine signifikant geringere
Expression von Cyr61 in der Non-Union-Gruppe gegenuber der Union-Gruppe zeigen.
Da Cyr61 die Chondrogenese wie auch die Knochenbildung stimuliert (Hadjiargyrou et
al. 2000), steht eine verminderte Expression und damit eine geringere Stimulation
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mdglicherweise in Zusammenhang mit der Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose.
Bedingt die Entstehung einer atrophen Pseudarthrose eine Verringerung der Cyr61
Expression oder umgekehrt eine erniedrigte Cyr61 Expression die Ausbildung der
atrophen Pseudarthrose, muss in Zukunft untersucht werden. Tatsache ist jedoch, dass
die Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose mit einer verminderten Cyr61 Expression
assoziiert ist. Und weil eine Blockade von Cyr61 die Frakturheilung beeintrachtigt
(Athanasopoulos et al. 2007) und es in Delayed Unions vermindert exprimiert wird
(Lienau et al. 2006; Lienau et al. 2009), liegt die Vermutung nahe, dass ein erniedrigtes
Cyr61 mit ursachlich fur die Ausbildung einer Pseudarthrose sein konnte.

Da die osteoinduktive Wirkung von Cyr61 durch Stimulation von BMP-2 zu vermittelt
sein scheint (Su et al. 2010), steht die signifikant erniedrigte Expression von BMP-2 bei
der atrophen Pseudarthrose in unserer Studie nicht in Widerspruch zur signifikant

verminderten Cyr61-Expression, sondern ist durch diese eher mit bedingt.

5.5 Fazit

Wir kénnen infolge der gewonnenen Ergebnisse die Aussage treffen, dass in unserem
Modell atrophe Pseudarthrosen nicht mindervaskularisiert sind und dass in atrophen
Pseudarthrosen  angiogene = Wachstumsfaktoren  vermehrt und  osteogene
Wachstumsfaktoren vermindert exprimiert werden. Die Entstehung der atrophen
Pseudarthrose ist in unserem Modell nicht die Folge einer gestdrten Uber angiogene
Wachstumsfaktoren vermittelten Vaskularisierung, sondern durch eine verminderte
Expression von osteogenen Wachstumsfaktoren verursacht. Wir sprechen hierbei dem
Verhaltnis der angiogenen zu osteogenen Wachstumsfaktoren eine grofde Bedeutung
zu. Warum aber die Angiogenese und Vaskularisierung in atrophen Pseudarthrosen mit
der von Unions vergleichbar und nicht schlechter ist, wie friher mehrfach beschrieben
und angenommen, liegt womoglich daran, dass das geschadigte Gewebe samtliches
regeneratorisches Potenzial in die Angiogenese und Entwicklung eines neuen
GefaRsystems steckt, um das Uberleben des betroffenen Gewebes sicherzustellen, und
dies zu Ungunsten der Frakturheilung, der Chondrogenese und Osteogenese. Immerhin
zeigte sich in der Non-Union-Gruppe eine quantitativ schlechtere Frakturheilung mit
Versagen einer Uberbrickenden Kallusbildung bei einer adaquaten Angiogenese und
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Vaskularisierung des Kallus. Moglich ist, dass diese Vaskularisierung durch eine
vermehrte Expression von VEGF, Ang-1, Tie-2 und MMP13 erreicht wurde. Vermutlich
ware eine mit der Union-Gruppe vergleichbare Vaskularisierung ohne eine vermehrte
Expression besagter Wachstumsfaktoren gar nicht erzielt worden, sondern war nur
unter einer aktiv erhéhten Expression dieser Faktoren mdglich. Das soll bedeuten, dass
das geschadigte Gewebe und das im Rahmen der fruhen Stadien der Frakturheilung
entstehende und proliferierende Gewebe aktiv daran mitwirken, ein adaquates und zum
Uberleben ausreichendes Gefalnetzwerk aufzubauen. Das nach sieben Tagen in der
Non-Union-Gruppe erhdhte PCNA konnte der ibermaliig gesteigerten Proliferation des
Gefallnetzwerkes unter der Stimulation von VEGF, Ang-1, Tie-2 und MMP13
entsprechen. Nach 14 Tagen konnte das regeneratorische Potenzial der atrophen
Pseudarthrose bereits eine gewisse Erschopfung zeigen und folglich nicht mehr zu einer
ausreichenden Kallusbildung und Frakturheilung fihren, was sich in einer verminderten
Gewebeproliferation anhand einer verminderten Expression von PCNA darstellt, sowohl
gegenuber der Union-Gruppe nach 14 Tagen als auch der Non-Union-Gruppe nach
sieben Tagen. Es ist moglich, dass das Ausmal der Knochenbildung und der
Regeneration unter definierten biomechanischen Bedingungen begrenzt ist und einfach
nicht zur erfolgreichen Ausheilung segmentaler Defekte bestimmter GrolRe ausreicht
und deshalb zum Versagen der Frakturheilung fuhrt. In der Union-Gruppe dagegen
wurde mit einer geringeren Mobilisierung der angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF,
Ang-1, Tie-2 und MMP13 die gleiche Vaskularisierung erreicht und somit das Potenzial
zur vollstandigen Ausheilung der Fraktur gewahrt, so dass nach 14 Tagen noch eine
ausreichende Gewebeproliferation und Frakturheilung erfolgen konnte.

Analog der aktiven Stimulation der Angiogenese und des Aufbaus des
Gefallnetzwerkes konnte zusatzlich eine Suppression von Cyr61 und ebenso eine
vermehrte Expression von Sclerostin und Noggin stattfinden, um die Kallusbildung
zunachst zu supprimieren und auf diesem Weg primar die Angiogenese zu fordern, was
aber letztendlich zum Uberleben des Gewebes, jedoch zum Versagen der
Frakturheilung gefuhrt hat.

Unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass die Angiogenese ausreichend und die
Osteogenese in atrophen Pseudarthrosen beeintrachtigt ist, sollte in Zukunft in weiteren
Studien mit atrophen Pseudarthrosen gezielt die Osteogenese gefdrdert werden,

eventuell sogar in Kombination mit Faktoren, die zusatzlich die Angiogenese
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stimulieren. So konnte bisher ein positiver Effekt fir die gemeinsame Applikation von
VEGF und BMP’s auf die Frakturheilung beobachtet werden als auch fur BMP’s allein.
Auch sollte Uberprift werden, ob Pseudarthrosen auf diese Weise vermieden und
behandelt werden konnten und ob ein klinischer Einsatz von therapeutischen
MalRnahmen zur Foérderung der Osteogenese in atrophen Pseudarthrosen,
insbesondere Uber eine Stimulation mit osteogenen Faktoren, mdglich und Erfolg
versprechend ware.

Mit zunehmendem Verstandnis Uber die Vorgange wahrend der Frakturheilung, vor
allem auch bei pathologischen Prozessen wie der Entstehung von Pseudarthrosen,
erhofft man sich einen Informationsgewinn, der zu einer sinnvollen und erfolgreichen

Behandlung dieser klinischen Problemfalle beitragen konnte.
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