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Kapitel 1

Zusammenfassung/Summary

1.1 Zusammenfassung

Melatonin, das Haupthormon der Glandula pinealis, beeinflusst zahlreiche physio-
logische Prozesse des Koérpers wie den zirkadianen Rhythmus, die Kérpertempe-
ratur, die Immunmodulation und die Alterung. Zudem konnte gezeigt werden, dass
Melatonin durch Regulation der Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitat auch den
Knochenmetabolismus beeinflusst. Die hemmende Wirkung von Melatonin auf die
Osteoklastenaktivitat wird durch die Beeinflussung der Balance von Receptor Acti-
vator of Nuclear Factor-k B Ligand (RANKL), Receptor Activator of Nuclear Factor-
k B (RANK) und Osteoprotegerin (OPG) erklart. Obwohl ein gro3es Interesse darin
besteht, wie Melatonin die Knochenregeneration beeinflusst, wurde dessen Wir-
kung auf die Frakturheilung bisher nicht analysiert. In dieser Studie wurde deshalb
untersucht, welchen Effekt die Behandlung mit Melatonin auf die Kallusbildung,
den Remodelingprozess und die Expression von RANKL und OPG wahrend der
Frakturheilung hat.

Insgesamt wurden fir diese Studie flinfzig CD-1 Mause im Alter von 12 - 14 Wo-
chen untersucht. Finfundzwanzig Tiere wurden taglich mit 50mg/kg Kérpergewicht
Melatonin behandelt. Die flinfundzwanzig Tiere der Kontrollgruppe erhielten die
aquivalente Menge einer Ethanollésung. Die Frakturheilung wurde in einem ge-
schlossenen Femurfrakturmodell der Maus radiologisch, biomechanisch, histomor-
phometrisch sowie proteinbiochemisch zwei und finf Wochen postoperativ unter-
sucht.
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Die radiologischen Untersuchungen zeigten sowohl zwei Wochen als auch flnf
Wochen postoperativ keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Be-
handlungsgruppen (p>0.05). Die biomechanischen Untersuchungen zeigten, dass
die Biegesteifigkeit zwei Wochen postoperativ nach Behandlung mit Melatonin si-
gnifikant geringer war im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch finf Wochen post-
operativ war die Biegesteifigkeit in der Melatoningruppe geringer, jedoch war der
Unterschied nicht signifikant.

Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass die Frakturen in beiden Grup-
pen Uber eine sekundare Frakturheilung mit einer deutlichen Kallusbildung mit An-
teilen einer enchondralen und intramembrandsen Ossifikation geheilt sind. Zwei
Wochen postoperativ unterschied sich die KallusgréBe in beiden Gruppen nicht.
Finf Wochen postoperativ war die Kallusgré3e in den mit Melatonin behandel-
ten Tieren signifikant gr6Ber als in der Kontrollgruppe, was flr einen verzégerten
Remodelingprozess spricht. Die Gewebeanalyse des Frakturkallus zwei Wochen
nach Fraktur zeigte nach Melatoninbehandlung einen geringeren Knochenanteil
und einen héheren Anteil an Knorpelgewebe als in der Kontrollgruppe. Die Anzahl
TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) -positiver Osteoklasten war nach Gabe
von Melatonin signifikant geringer. Die meisten Osteoklasten konnten in der zen-
tralen Region des Kallusgewebes nachgewiesen werden. Periostal und endostal
fanden sich keine Osteoklasten. Die immunhistochemischen Farbungen konnten
zudem zeigen, dass Osteoblasten fahig sind, einen Melatoninrezeptor zu exprimie-
ren. Die Westernblot-Analysen zeigten zwei Wochen postoperativ, dass nach Gabe
von Melatonin die Expression von OPG, einem Inhibitor der Osteoklastogenese,
nicht beeinflusst war. Die Expression von RANKL, einem essentieller Faktor der
Osteoklastogenese und damit der Knochenresorption und des Knochenabbaus,
war jedoch signifikant geringer. Die Expression des osteogenen Markers Kollagen
| war ebenfalls in den mit Melatonin behandelten Tieren signifikant erniedrigt.

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werden, dass die Behandlung mit Me-
latonin die Frakturheilung verzdgert, was sich in der Friihphase der Frakturheilung
in einer signifikant geringeren Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kontrolle zeigte.
Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass Melatonin durch Hemmung der Ex-
pression von RANKL die Osteoklastenaktivitdt und damit die Knochenresorption
inhibiert.



1 ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

1.2 Summary

The secretion of melatonin, the major pineal hormone, plays a critical role in the
control of the circadian rhythm, the body temperature, immunomodulation and
aging. Besides, it has been indicated that melatonin also influences bone meta-
bolism through regulation of osteoblast and osteclast activity. The effects of mela-
tonin on bone metabolism are presumably a result of inhibition of osteoclast acti-
vity through changing the balance between receptor activator of nuclear factor-«
B ligand (RANKL), receptor activator of nuclear factor-x B (RANK) and osteopro-
tegerin (OPG). Although there may be substantial interest how these actions of
melatonin influence bone regeneration, there is complete lack of information, whe-
ther and how it acts during the process of fracture healing. To test this hypothesis,
we herein studied the effect of melatonin on callus formation, bone remodeling and
RANKL and OPG expression in a stable fixed femur fracture model in mice.

For the present study a total of fifty 12 to 14 weeks old CD-1 mice were used.
Twenty-five mice were treated daily with 50 mg/kg body weight (BW) melatonin i.p.
Twenty-five vehicle-treated mice served as controls. Bone healing was studied in
a murine closed femur fracture model using radiological, biomechanical, histomor-
phometric and protein biochemical analysis at two and five weeks after fracture.

Radiological analyses two and five weeks after fracture could not demonstrate
significant differences between melatonin-treated animals and controls (p>0.05).
Biomechanical analysis at two weeks after fracture showed a significantly lower
bending stiffness in melatonin-treated animals compared to controls. After five
weeks, the melatonin-treated animals still showed a lower bending stiffness com-
pared to controls, however, the difference did not prove statistically significant.

Histologically, all samples demonstrated a typical pattern of secondary fracture
healing with callus formation, including intramembranous and endochondral ossi-
fication. At two weeks after fracture, the size of the total callus of the melatonin-
treated animals was almost the same as that of controls. After five weeks, however,
the callus size was significantly larger in melatonin-treated animals compared to
controls. This indicates a delay in bone remodeling after melatonin treatment. Ana-
lysis of callus composition revealed that at two weeks bone formation was slightly
reduced and cartilage formation was increased in melatonin-treated animals com-
pared to controls. Analysis of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity
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demonstrated a significantly reduced number of TRAP-positive cells after melato-
nin treatment compared to controls. TRAP activity was detected predominantly in
multinuclear osteoclasts within the central region of the callus. Of interest, TRAP-
positive cells could neither be found in the periosteum nor in the endosteal region
of the callus. Immunostaining with a monoclonal antibody against a melatonin re-
ceptor demonstrated that osteoblasts within the callus are capable of expressing
melatonin receptors. At two weeks, Western blot analysis demonstrated that ex-
pression of OPG, which is an inhibitor of osteoclastogenesis, was not affected by
melatonin treatment. However, the expression of RANKL, which is an essential
factor for osteoclast formation, activation and survival, promoting bone resorption
and bone loss, was significantly reduced compared to controls. The expression
of collagen | a marker of osteoblastogenesis, was also significantly reduced after
melatonin treatment.

In conclusion, we demonstrate for the first time that melatonin induces a delay of
fracture repair, as indicated by a significantly lower bending stiffness when compa-
red to non-treated controls during the early time period of healing. The action of
melatonin involves most probably an inhibition of bone resorption through down-
regulation of RANKL.



Kapitel 2

Einleitung

2.1 Knochen

2.1.1 Morphologie des Knochens
Man unterscheidet lange, kurze und platte Knochen. Darlber hinaus werden alle
Knochen, die nicht in die drei genannten Kategorien fallen, als irregulare Knochen

bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit wurde das Mausfemur als langer Réhren-
knochen verwendet.

Man unterscheidet am Réhrenknochen folgende Bereiche:

» Epiphysen: Enden des Réhrenknochens
 Diaphyse: Mittelstick des langen Réhrenknochens

» Metaphyse: Bereich zwischen Epi- und Diaphyse

Zwischen Metaphyse und Epiphyse liegt die Epiphysenfuge, in der das Langen-
wachstum des Knochens stattfindet [8]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Fe-
mur im Bereich der Diaphyse frakturiert.
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2.1.2 Histologie des Knochens

Der Knochen besteht zu ca. 20% aus Wasser. Die wasserfreie Knochenmatrix
wiederum enthalt zu ca. 30% organische und zu ca. 70% anorganische Substanz.
Die organische Substanz besteht im Wesentlichen aus «-helikalen Peptidketten,
dem Kollagen. Die anorganische Substanz besteht hauptsachlich aus Hydroxyla-
patitkristallen und enthalt geringe Mengen von Kalciumcarbonat und Kalziumhy-
drogenphosphat [8].

Der Knochen ist umgeben von der Knochenhaut, dem Periost. Der Knochen selbst
besteht aus Knochensubstanz mit der duBeren Substantia Compacta und der in-
nen liegenden Substantia Spongiosa, einem schwammartigen Gertstwerk feiner
Knochenbélkchen. Zwischen den Béalkchen der Spongiosa liegt in der Markhdhle
das Knochenmark (Abb. 2.1) [8].

(——¥ ——  Kortikalis

r Orstfeon =

Spongiosa
e |

Trabekel Markraum

Periost General-Lamelle Volkmann-Kanéle Havers-Kanal

Abbildung 2.1: Knochenstruktur (Quelle: M. Trebsdorf: Biologie, Anatomie, Phy-
siologie. Lau-Verlag, Reinbek (2000))
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Periost

Das Periost Uberzieht den Knochen mit Ausnahme der knorpeligen Gelenkflachen.
Es besteht aus zwei Schichten, dem Stratum fibrosum (Faserschicht) und dem
Stratum osteogenicum (knochenbildende Schicht). Das Stratum fibrosum ist far die
mechanische Anbindung von Sehnen und Béndern an den Knochen zustandig. Es
enthalt an seiner AuBenseite zugfeste Fasern und es ist Uber Blindel von Fasern
(Sharpeysche Fasern) mit dem Knochen verbunden. Diese Fasern enden haufig in
den auBeren Grenzlamellen des Knochens. Sehnen strahlen mit inren Faserziigen
meist in das Stratum fibrosum ein, fachern dort auf und werden Uber Fasern am
Knochen befestigt. Auf diese Weise werden Zugkrafte flachig auf den Knochen
verteilt [63].

Das Stratum osteogenicum ist die Knochen bildende Schicht. Sie liegt dem Kno-
chen direkt an und enthalt beim jungen Menschen reichlich Osteoblasten (Kam-
biumschicht) [63]. Im Stratum osteogenicum kommt es zur Zelldifferenzierung so-
wohl wahrend des Knochenwachstums als auch im Rahmen der Frakturheilung.
Das Stratum osteogenicum enthalt kleine GefaBe und Kapillaren, die die Ernah-
rung der Knochensubstanz gewahrleisten [108]. Das Stratum osteogenicum ent-
héalt unter Anderem die Nervenfasern, die die Schmerzempfindung im Bereich des
Periostes generieren.

Kompakta

Die Kompakta besteht aus Knochenlamellen. Die Dicke der Kompakta betragt bis
zu 15 mm. Die Kompakta hat eine hohe Dichte und beinhaltet ca. 80% des Kno-
chengewebes. Sie enthalt Osteone bzw. das Havers-System (Abb. 2.1). Osteone
sind aus konzentrischen Lamellen aufgebaut. Zwischen 5 und 20 Lamellen sind
um einen zentralen Kanal (Haverskanal) herum angeordnet sind, in dem Blutge-
faBe und Nerven verlaufen. Ein Osteon hat einen Durchmesser von ca. 500 um,
eine Lange von ca. 0,5 bis 1 cm und einen Durchmesser des Haverschen Kanals
von ca. 20 - 100 um. Horizontal verlaufende Verbindungskanale zwischen Zentral-
kanalen der Osteone werden Volkmannkanale genannt. Aussparungen innerhalb
der Osteone — Osteozytenlakunen oder Lacunae osseae genannt — beinhalten
die Osteozyten (Zellen des Knochengewebes). Die Lakunen wiederum erzeugen
durch kleine Kanélchen, sogenannte canaliculi ossei, Verbindungen zwischen den
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Osteonen [108].

Im Vergleich zum Menschen ist der Mauseknochen primitiver aufgebaut. Anstelle
von Havers-Systemen existieren bei der Maus sogenannte Resorptionshéhlen. Im
Rahmen der Frakturheilung werden diese wieder mit Osteoblasten und dadurch
mit neuer Knochensubstanz aufgefullt [78].

Spongiosa

Die Spongiosa ist ein schwammartig aufgebautes Knochensystem. Sie besteht
aus Knochenbalkchen (Trabekeln) und Knochenplatten (Speziallamellen), die ei-
ne Dicke zwischen 50 um und 400 pm aufweisen. Die wabenférmige Konstruktion
bewirkt eine hohe mechanische Belastbarkeit bei relativ geringem Gewicht. Im Ge-
gensatz zu den zylindrischen Osteonen der Kortikalis sind die Osteone der Spon-
giosa paket- oder wandférmig aufgebaut und werden trabekuléare Osteone genannt
[57]. Die Spongiosa kann belastungsabhangig umgebaut werden. Entsprechend
entstehen z.B. Zugtrabekel bzw. Drucktrabekel. Innerhalb der Spongiosa verlaufen
Kollagenfasern. Dies sind helixartige, zugfeste Peptidketten. Zwischen den Spe-
ziallamellen verlaufen sogenannte Schaltlamellen, die Reste von Speziallamellen
darstellen. Diese verlaufen spiralférmig.

Knochenmark

Wahrend der Embryogenese wird das Knochenmark zunachst als sogenanntes
rotes blutbildendes Mark angelegt, in dem sich ab dem 5.-6. Fetalmonat die Ha-
matopoese abspielt. Ab dem Ende des ersten Lebensjahres wird in den langen
Knochen, in denen bis dahin noch Blutbildung stattfindet, das rote Mark zuneh-
mend durch gelbes Fettmark ersetzt. Grundsatzlich findet in allen Knochen Hama-
topoese statt, allerdings beschrankt sich im héheren Alter der Ort der Blutbildung
auf kurze und platte Knochen. [10].

Das Knochenmark umfasst hamatopoetische Zellen, Stroma und BlutgefaB3e. [10].
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Knochenbildung

Der Knochen ist kein statisches Gewebe, sondern befindet sich in einem bestan-
digen Vorgang von Auf- und Abbau. Dies geschieht durch das Zusammenwirken
von knochenaufbauenden (Osteoblasten) und -abbauenden Zellen (Osteoklasten)
[85].

Grundsatzlich unterscheidet man Geflechtknochen und Lamellenknochen. Geflecht-
knochen zeigt einen gréBeren Zellreichtum und weniger anorganische Bestandtei-
le als Lamellenknochen. Die Kollagenfaserbiindel im Geflechtknochen verlaufen
unregelmanBig in der Grundsubstanz. Wahrend ein Geflechtknochen entlang der
Kapillaren wéchst, findet das Wachstum der Lamellenknochen entlang mechani-
scher Kraftlinien statt [51]. Die Lamellen bestehen aus 3-7 um dicken Knochen-
schichten [108]. Diese Schichten enthalten Osteozyten und parallel verlaufende,
schraubenférmig angeordnete Kollagenfasern. Dieses Bauprinzip bewirkt die Zug-
und Druckbelastbarkeit des Knochen [14].

Verschiedene Zelltypen beeinflussen das Zusammenspiel von Knochenaufbau und
Abbau (Abb. 2.2):

Osteoblasten

Knochenbelegzellen

Osteozyten

Osteoklasten

Osteoblasten, Knochenbelegzellen und Osteozyten stammen von lokalen Osteo-
progenitorzellen mesenchymaler Herkunft ab, Abb. 2.3. Osteoblasten sind plasma-
reiche, basophile Zellen, die dem Knochen an der Anbauseite anliegen. Sie bilden
das Osteoid, indem sie an der Oberflache der Knochenbalkchen neue Knochen-
grundsubstanz generieren, die im weiteren Verlauf mineralisiert. Dieser Vorgang
dauert beim Menschen in der Spongiosa ca. 25 Tage und in der Kortikalis ca. 35
Tage [51].

Die Knochenbelegzellen sind inaktive, flache Zellen, die die Knochenoberflache
bedecken und nicht am Knochenaufbau oder Knochenabbau teilnehmen. Magli-
cherweise sind sie Osteoblastenvorlaufer oder ruhende Osteoblasten [5].
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Abbildung 2.2: Knochengewebe (Quelle: [114] )

Die Osteoblasten werden nach und nach vollstandig von Osteoid eingeschlossen
und wandeln sich dann zu Osteozyten um [51].

Im Knochen eines adulten Menschen befinden sich ca. zehnmal mehr Osteozyten
als Osteoblasten [86]. Die Osteozyten liegen jeweils zwischen den Lamellen in den
Knochenhdhlen (Lacunae osseae). Die Lakunen sind mit den Osteonen tber Kno-
chenkanalchen (Canaliculi ossei) verbunden. Auf diese Weise entsteht ein Kontakt
zum Havers-Kanal [51].

Mittels dendritischer Zellauslaufer werden die einzelnen Osteozyten in der Kno-
chenmatrix verknupft und ermdglichen so einen interzellularen Austausch. Die Os-
teozyten sind von einem extrazellularen System aus Zellzwischenrdumen und der
mineralisierten Matrix umgeben.

Anders als die Knochenzellen, die mesenchymalen Ursprungs sind, entwickeln
sich Osteoklasten aus hamatopoetischen Vorlauferzellen (Abb. 2.3). Diese Vorlau-
ferzellen gelangen Uiber das vaskulare System in den Knochen. Dort findet eine Dif-
ferenzierung unter Einfluss von Osteoblasten zu Osteoklasten statt [111]. Osteo-
klasten enthalten Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) [72] und Kathep-
sine und exprimieren Calcitoninrezeptoren [74]. Sie dienen in Form von mehrker-
nigen Riesenzellen dem Abbau mineralisierter Knochengrundsubstanz [69]. Dabei
haften die Osteoklasten mittels Zelladh&sionsmolekilen an der Knochenoberfla-
che an und decken so einen gewissen Raum Uber der Oberflache ab, den sie mit

10
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Abbildung 2.3: Schema der Zellentwicklung, OC: Osteozyt; OB: Osteoblast; OCL: Osteoklast;
Pre-OB: Preosteoblast; Pre-OCL: Preosteoklast; PG’s: Prostaglandin (E2 and |); RANK-L: Recep-
tor Activator Nuclear Factor- kB Ligand; OPG: Osteoprotegerin; IGF: Insulin- like Growth Factor;
TGF: Transforming Growth Factor; Scl: Sclerostin; PTHrP: Parathyroid Hormone Related Peptide;
(Quelle: [9])

ihren Randern abdichten und in dem die Knochensubstanz durch Exoenzyme ab-
gebaut wird. Das abgebaute Material wird ins Blut abtransportiert [65].

Osteoklasten findet man in Vertiefungen an der Knochenoberflache (Howship-
Lakunen) und tiefer in der Kortikalis, in der sie Kanale fiir neue Osteonen formen.
So baut ein Osteoklast dieselbe Menge an Knochen ab, die 100-150 Osteoblasten
zeitgleich produzieren [51].

Man unterscheidet zwei verschiedene Formen der Knochenbildung: die enchon-
drale und die desmale Ossifikation. In beiden Féllen entsteht als erstes Faser-
oder Geflechtknochen, der in der weiteren Entwicklung zu Lamellenknochen um-
gewandelt wird [51].

Die enchondrale Ossifikation beinhaltet eine Knochenbildung, die Gber den Umweg
der Ausbildung eines knorpeligen GerUsts verlauft. Chondroblasten bilden Faser-
knorpel mit parallel angeordeten Kollagenfibrillen. Dabei proliferiert der ruhende

11
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hyaline Blasenknorpel und geht in Saulenknorpel Uber. Eine zellular gesteuerte
Mineralisation der Kollagenfasern (Typ Il) findet in der epiphysennahen Knorpel-
matrix statt und flihrt zu sogenannten Matrixvesikeln (Zellmembranabschnirun-
gen). Offensichtlich wird durch diese praparatorische Verkalkungszone der Abbau
des Knorpelgewebes und die Neubildung von Knochen ausgel6st. Hierbei ent-
steht u.a. Kollagen vom Typ |. Entlang der Reste der praparatorisch verkalkten
Knorpelmatrix entsteht die organische Knochenmatrix. Diese mineralisierte Matrix
bildet zusammen mit den restlichen Einschlissen der Knorpelmatrix die primére
Spongiosa. Durch Abbau der primaren Spongiosa und Umordung in lamellar ge-
schichtete knorpelfreie Knochenbalkchen wird die sekundare Spongiosa gebildet.
Die enchondrale Knochenbildung findet hauptsachlich an den Epiphysen der lan-
gen Réhrenknochen statt und flhrt so zu deren Langenwachstum. Weiterhin findet
man diese Form der Knochenbildung an den Rippen, den Wirbelkérpern und an
Teilen der Schadelbasis [25].

Bei der desmalen Ossifikation entsteht das Knochengewebe direkt aus dem em-
bryonalen Bindegewebe (Mesenchym). Es ist ein kollagenreiches Protein-Netz,
das durch Einlagerung von Kalksalzen den Faser- oder Geflechtknochen bildet.
AnschlieBend wird dieser Knochen zu lamellarem Knochen umgebaut. Die des-
male Ossifikation ist im Bereich des Periost (periostale Ossifikation) und der Scha-
delkalotte zu finden [25].

Sowohl desmale als auch enchondrale Ossifikation spielen auch bei der Fraktur-
heilung eine wichtige Rolle (Abschnitt 2.2.2).

2.1.3 Physiologie des Knochens

Die Hauptaufgaben des Knochens sind:

« Stltzen

Mechanischer Schutz der inneren Organe

Strukturerhalt

Mobilitat
» Speicherung von Mineralien

12
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* Blutbildung (im roten Knochenmark)

Diese Funktionen missen langfristig aufrechterhalten werden. Deshalb sind die
sich standig wiederholenden Vorgédnge von Resorption und Neubildung von we-
sentlicher Bedeutung. Im Ablauf folgen Wachstum, Modeling und Remodeling.

Das Wachstum der Knochen findet in den Epiphysenfugen statt. Die wesentliche
Ausdehnung erfolgt in Form von Langenwachstum. Dabei nimmt der Knochen an
Knochenmasse und geringfligig auch an Querschnitt zu [51]. Weiterhin ist der Kno-
chen in der Lage, spezifische, durch mechanische Belastungen stimulierte Veran-
derungen der GréBe und Form vorzunehmen. Diesen Vorgang bezeichnet man
als Modeling. Die Fahigkeit des Modeling ist in der Jugend stark ausgepragt und
nimmt mit zunehmendem Alter erheblich ab [27].

Unter Remodeling versteht man dynamische Umbauprozesse im Knochen, die von
Belastungen unabhangig sind und in der Regel zu keiner Anderung des Knochen-
volumens flhren. Das Ziel des Remodelings ist es, die Funktionalitdt des Ske-
lettsystems zu bewahren. Remodeling ist unter Anderem flir die Reparatur von
Mikrofrakturen verantwortlich und findet wahrend des gesamten Lebens statt [85].

FUr den miteinander gekoppelten Prozess von Knochenresorption und Knochen-
aufbau wird der Begriff Coupling verwendet. Osteoblasten und Osteoklasten bilden
die Grundlagen dieser gekoppelten Wirkmechanismen. Die dazugehdrige morpho-
logische Struktur ist die Bone Remodeling Unit (BRU) [27], die auch als Bone Mul-
ticellular Unit (BMU) bezeichnet wird. Die BRUs bestehen aus Gruppen verschie-
dener Zellen, die in bestimmten Zeitrdumen die Resorption und Bildung bewerk-
stelligen [29]. Eine komplette kortikale BRU ist ein Osteon oder Havers-System.
Eine BRU schiebt sich durch den Knochen und hinterlasst neugebildete Struktur
[50]. Die Knochen eines erwachsenen Menschen enthalten insgesamt ca. 2 x 107
BRUs [84].

Durch das Remodeling werden pro Jahr 3% des kortikalen und 25% des trabe-
kuldren Knochens umgebaut. Die Regulation dieses Umbauprozesses wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst (Abschnitt 2.2.3).

Das Ausmaf3 der Knochenneubildung hangt sowohl von der Osteoklasten- und
Osteoblastenaktivitdt pro BRU als auch von der Anzahl der BRUs ab [88]. Typi-
scherweise wird jede Stelle an der Oberflache eines Knochens innerhalb von ca.
zwei bis vier Jahren ausgetauscht [88].
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2.2 Frakturheilung

Man unterscheidet zwischen der primaren und der sekundaren Frakturheilung. Der
Ablauf ist abhangig von Art und Ausmaf3 der Fraktur sowie von der Stabilisierung
der Frakturenden.

2.2.1 Primare Frakturheilung

Die priméare Frakturheilung findet bei kleinen Knochendefekten bzw. schmalen Frak-
turspalten statt und 1&uft, anders als die sekundare, ohne Ausbildung einer Kallus-
manschette ab [26]. In Abhdngigkeit von der Frakturspaltbreite unterscheidet man
bei der primaren Heilung zwischen Kontaktheilung und Spaltheilung. Bei den meis-
ten Knochenbrlichen unter primarer Heilung treten beide Heilungsformen parallel
auf, da die Spaltbreite an verschiedenen Stellen des Bruchs unterschiedlich grof3
sein kann.

Bei einer Breite des Frakturspaltes von weniger als ca. 0,2 mm findet die Kontakt-
heilung statt [103]. Durch die Aktivierung der Osteoklasten wird ein sogenannter
Resorptionskanal gebildet, der anschlieBend vaskularisiert und mit neuem Kno-
chen aufgefillt wird [90].

Bei einer Breite des Frakturspaltes groB3er als ca. 0,2 mm bis zu einigen Millimetern
findet die Spaltheilung statt. In einem Zwischenschritt wird zuerst ein fibroblasten-
und kapillarreiches Granulationsgewebe im Frakturspalt gebildet, das innerhalb
von drei bis vier Wochen durch Geflechtknochen ersetzt wird. In der nachfolgenden
Phase wird das neu gebildete Knochengeflecht zu Lamellenknochen umgewandelt
[103].

Vorraussetzungen fir eine primére Knochenheilung sind eine stabile osteosynthe-
tische Versorgung sowie eine ausreichende Vaskularisierung der Frakturzone [71].

Es ist bis dato nicht bekannt, ob in der Maus eine primére Frakturheilung existiert.
Die bisher verwendeten Frakturmodelle verlaufen Uber eine sekundéare Frakturhei-
lung [40], [68].
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2.2.2 Sekundare Frakturheilung

Besteht zwischen den Frakturenden keine ausreichende Stabilitat oder ist der Frak-
turspalt zu grof3, so lauft der Heilungsprozess als sekundare Frakturheilung ab. Der
uberwiegende Teil der Knochenbriiche heilt sekundér. Ein Beispiel ist die Heilung
unter konservativer Gipsbehandlung, die eine gewisse interfragmentare Beweg-
lichkeit zulasst [71].

Bei der sekundaren Frakturheilung handelt es sich um Regenerationsprozesse, die
intramembrandse und enchondrale Knochenbildung beinhalten. [26]. Ein wichtiges
Merkmal ist die Bildung von Kallusgewebe im Bereich des Frakturspaltes (Abb.
2.4). Das gebildete Kallusgewebe besteht wahrend der verschiedenen Heilungs-
phasen aus unterschiedlichen Anteilen von Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe
und hat dementsprechend eine unterschiedliche mechanische Stabilitat [70].

ifer=s - é

Abbildung 2.4: Kallusbildung: Humanes Prdparat eines Femurschaftes mit Aus-
bildung eines Frakturkallus (Bild: Prof. Uehlinger, Universitatsklinik des Saarlan-
des, [25])

Die sekundare Frakturheilung beinhaltet die folgenden finf Phasen:
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Frakturphase mit Hdmatombildung

Entzindungsphase

Granulationsphase

Phase der Kallushartung

* Phase des Umbaus (Remodeling)

Diese Phasen der sekundaren Frakturheilung sind im Folgenden kurz dargestellt.

Frakturphase und Hamatombildung

In der Frakturphase werden Kortikalis, Spongiosa, Knochenmark, Periost und in
der Regel auch das umliegende Weichteilgewebe verletzt. Unmittelbar folgend auf
das Trauma entsteht zunachst ein Hamatom, das sowohl aus Zellen des periphe-
ren und intramedullaren Blutes sowie auch des Knochenmarks besteht [70].

Entziindungsphase

Die Verletzung induziert eine Entziindungsreaktion, die fir den Heilungsprozess
Voraussetzung ist [32]. Die Phase der Entziindung hat ein Maximum innerhalb der
ersten 24 Stunden und ist nach ca. 7 Tagen abgeschlossen. Diese Reaktion bein-
haltet die Bildung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Tumornekrosefaktor-«,
IL-1, IL-6, IL-11 und IL-18). Diese Faktoren aktivieren inflammatorische Zellen und
fordern die Angiogenese. IL-1 und IL-6 sind hierbei die wohl wichtigsten Fakto-
ren [70]. IL-6 wird zum Beispiel in der akuten Phase produziert und stimuliert die
Angiogenese durch Bildung des Wachstumsfaktors VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) [21] sowie die Zelldifferenzierung von Osteoblasten und Osteo-
klasten [123].

Granulationsphase

Dem priméren Hamatom folgend wird ein fibrinreiches Granulationsgewebe gebil-
det. Dieser weiche Kallus verbindet die Frakturenden in Form einer Manschette
(Abb. 2.5), die eine semistabile Struktur mit maBiger Biegesteifigkeit darstellt [70].
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Das Granulationsgewebe hat eine hohe Elastizitat, die eine L&ngenanderung um
bis zu 100% ermdglicht [122]. Im Vergleich dazu betragt die Dehnbarkeit von aus-
differenziertem Bindegewebe ca. 15% und von lamellarem Knochen ca. 2%. Ent-
scheidend fir die mechanische Stabilitat ist die Steifigkeit der Struktur. Dabei ist
die Dicke der Kallusmanschette von wesentlicher Bedeutung, da die Steifigkeit pro-
portional zur vierten Potenz des Durchmessers steigt [90]. Bei der Maus erreicht
die Kallusmanschette ca. 10 bis 14 Tage nach der Fraktur ihr Maximum [68].

a) 1 Woche b) 2-3 Wochen

Abbildung 2.5: Frakturheilungsphasen beim Menschen: a) Himatom und Entziindungsphase, b)
Granulationsphase (weicher Kallus) , c) Phase der Kallushértung, d) Phase des Umbaus (Modeling
und Remodeling); (Quelle: [114])
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Phase der Kallushartung

In dieser Phase erfolgt die Umsetzung des priméar knorpeligen weichen Kallus in
den harten Kallus. Dieser Vorgang geht mit einer zellularen Proliferation und Dif-
ferenzierung einher, die zu einem erh6hten zelluldren Volumen und einer Kalzi-
fizierung der extrazellularen Matrix fihrt. Dabei wird Kalzium aus Mitochondrien
von Chondrozyten bezogen, welche Kalzium enthalten, das in hypoxischem Ge-
webe gebildet worden ist. Eine Abfolge von Prozessen fuhrt zur Resorption des
mineralisierten Gewebes. [70].

Phase des Umbaus (Remodeling)

In dieser Phase des “Bone Remodelings ”, wird der zuvor gebildete harte Kallus
durch Osteoklasten resorbiert und durch Osteoblasten wird neuer, lamellarer Kno-
chen gebildet. Dieser Vorgang beginnt drei bis vier Wochen nach Frakturierung
und dauert oft Jahre [36], [70].

2.2.3 Wachstumsfaktoren

Die Knochenregeneration wird durch Wachstumsfaktoren beeinflusst. In der hier
vorliegenden Arbeit wurden folgende Faktoren analysiert:

* Receptor Activator of Nuclear Factor-« B Ligand (RANKL) gehért zur Familie
der Tumornekrosefaktoren (TNF). RANKL stimuliert die Differenzierung von
Osteoklasten-Progenitorzellen bzw. die Aktivitat von Osteoklasten, indem es
an RANK in der Zellmembran dieser Zellen bindet. RANKL wird von Osteo-
blasten exprimiert. RANKL wird somit als Marker der Osteoklastenaktivitat
verwendet [118].

» Osteoprotegerin (OPG) gehért ebenfalls zur Familie der Tumornekrosefakto-
ren (TNF). Es inhibert die Aktivitat von Osteoklasten, indem es als I@slicher
Rezeptor RANKL bindet. OPG wird in Osteoblasten exprimiert und wird als
Marker der Osteoblastenaktivitat verwendet [59].

+ Kollagen | gehdrt zur Proteinfamilie der Kollagene und wird von Osteoblasten
exprimiert. Kollagenmolekuile formen Fibrillen und bilden mehr als 90% der
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organischen Knochenmatrix. Kollagen | wird als Indikator der Osteogenese
herangezogen [8].

« Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) spielt eine wichtige Rolle bei der
DNA-Replikation und Reparatur und dient als Marker der Zellproliferation

[120].

2.2.4 Frakturmodelle

Zwar kénnen durch humane klinische Studien und in-vitro-Studien viele Erkennt-
nisse tber den Ablauf der Knochenbruchheilung gewonnen werden, dennoch sind
Tiermodelle aufgrund der zahlreichen Interaktionen der verschiedenen Zellen und
Gewebearten fir die Frakturheilungsforschung unabdingbar. Bis heute wurden zahl-
reiche Frakturmodelle verschiedener Tierarten entwickelt [78]. Die Haufigkeit des
Einsatzes der verschiedenen Tiermodelle ist von O Loughlin et al. [81] untersucht
worden (Abb. 2.6). In der vorliegenden Arbeit wurde ein Frakturmodell der Maus
verwendet. Grundsatzlich missen jedoch Studien am Tiermodell hinsichtlich ihrer

Ubertragbarkeit auf den Menschen immer kritisch gepriift werden.

Schaf
1%

Hund
9%

15%

Ziege
4%

andere
4%

Kaninchen
19%

Abbildung 2.6: Haufigkeit des Einsatzes verschiedener Tiermodelle zur Untersu-
chung der Frakturheilung (Quelle: [81])

Lange Zeit hat man Tiere wie Hunde [80], Kaninchen [60] oder Schafe [79, 91] fur
die Untersuchung von Frakturheilungsprozessen bevorzugt, weil bei diesen Tieren
der Heilungsprozess genau wie beim Menschen Uber die Havers-Systeme erfolgt.
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Zudem kdénnen die Implantate flr die Stabilisierung der Fraktur und die chirurgi-
schen Prozeduren fiir diese Tiere von der Klinik ins Labor Ubertragen werden [78].
Zuséatzlich sind biomechanische Testungen an Groftieren einfacher durchfihrbar
[81]. Bei GroBtieren kann aus Kostengriinden nur eine geringe Anzahl an Ver-
suchstieren eingesetzt werden. Demgegenlber bieten Kleintiere wie Ratten und
Méause Vorteile bezliglich der Zuchtbedingungen und der Handhabung, so dass
kostenglinstig groBe GruppengréBen untersucht werden kénnen. Die Anatomie
der Knochen stellt jedoch eine gro3e Herausforderung an die operativen Techni-
ken dar. Deshalb wurde in friheren Studien oft auf eine Stabilisierung der Fraktur
verzichtet [43]. Eine reproduzierbare Frakturierung und osteosynthetische Stabili-
sierung des Mausefemur verlangt dementsprechend ein ausgepragtes operatives
und technisches Geschick [49].

Entscheidend ist, dass das Genom der Maus vollstandig entschlisselt ist und so-
mit ein groBes Spektrum transgener Stamme sowie spezifischer Antikérper zur
Untersuchung der molekularbiologischen Zusammenhénge zur Verfigung stehen
[101].

Ein Nachteil von Ratten und Mausen fir das Studium der Frakturheilung ist da-
durch gegeben, dass sie eine sehr einfache Knochenstruktur ohne Haverssyste-
me besitzen [78]. Im Gegensatz zu gréBeren Tieren besitzen Ratten und Mause
Resorptionshdhlen fir das Remodeling von Knochen [41]. Diese Resorptionshdh-
len werden im Frakturbereich gebildet und werden im weiteren Heilungsverlauf mit
Osteoblasten ausgeflllt. Dieses System des Remodelings ist dem des Menschen
zwar sehr ahnlich, dennoch ist zum Teil unklar, welche Bedeutung diese Unter-
schiede fur den Ablauf des Frakturheilungsprozesses haben.

Tatsache ist jedoch, dass in den vergangenen Jahren die Anzahl von Studien an
Kleintieren stark zugenommen hat (Abb. 2.7).

In bisher erschienenen Publikationen wurden Frakturmodelle der Maus zur Unter-
suchung der Frakturheilung an der Rippe, der Tibia und dem Femur beschrieben
[12], [40], [49], [76], [48], [68].

Wahrend die Rippe wegen ihrer anatomischen Form und GrdéBe fir biomechani-
sche Testungen ungeeignet ist, eignen sich Tibia und Femur flr derartige Unter-
suchungen besser. Das Mausefemur hat gegentiber der Tibia den Vorteil, dass es
einen einheitlichen runden Querschnitt bei guter Weichteildeckung besitzt [18].
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Abbildung 2.7: Zahl der Publikationen pro Jahr im Zeitraum 1960 bis 2010 mit folgenden Suchbe-
griffen: bone repair and rats (gestrichelte schwarze Kurve), bone repair and mice (schwarze Kurve),
fracture healing and rats (gestrichelte graue Kurve), fracture healing and mice (graue Kurve). (Quel-
le: [41])

Grundsétzlich unterscheidet man zwischen offenen und geschlossenen Fraktur-
modellen der Maus. Bei den offenen Frakturmodellen wird der Knochen unter Sicht
osteotomiert. Dazu wird der Knochen Uber einen lateralen Zugang freiprapariert
und mittels Gigly-Sage osteotomiert [18], [42].

Die geschlossenen Frakturmodelle beziehen sich auf das von Bonnarens und Ein-
horn beschriebene Modell an der Ratte [11]. Mit Hilfe einer stumpfen Guillotine
wurde ein standardisierter transverser Frakturverlauf unter geringem Weichteil-
schaden erzeugt. Vergleichbare Modelle wurden anschlieBend fir die Tibia [39]
und das Femur der Maus [68] publiziert. Bei diesen Modellen erfolgte die Stabi-
lisierung der Fraktur mittels eines intramedullaren Pins [11]. Nachteil dieser Sta-
bilisierungstechnik ist jedoch, dass keine ausreichend stabile Versorgung erzielt
werden kann [43].

Mittlerweile wurden in unserer Arbeitsgruppe verschiedene Implantate fir das Mau-
sefemur entwickelt. Dazu gehort ein Verriegelungsmarknagel [48], der durch eine
beidseitige Abflachung einer herkdmmlichen Spritzkanule eine héhere Rotations-
stabilitat als beim herkdmmlichen Pin gewéhrleistet. Mit der sogenannten intra-
medullaren Zugschraube (MouseScrew) konnte zudem ein Implantat entwickelt
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werden, mit dem zusatzlich eine axiale Stabilitat erreicht werden kann [47]. Die-
se Schraube wurde in der hier vorliegenden Arbeit verwendet.

2.3 Melatonin

2.3.1 Historie

Das Hormon Melatonin wird in der Glandula Pinealis - auch Epiphyse oder Zirbel-
drise genannt - freigesetzt. Die Epiphyse wurde erstmals von Galen (130 -200 n.
Chr.) beschrieben, der sich wiederum auf den griechischen Anatom Herophylos
(325 - 380 v. Chr.) berief. Bei den griechischen Philosophen galt die Zirbeldrise
als der Sitz der Seele. Im siebzehnten Jahrhundert identifizierte der franzésische
Wissenschaftler Descartes zutreffenderweise die Glandula Pinealis als einen Ort,
von dem die Kontrolle der Kérperbewegungen ausgeht [58]. Descartes ging aller-
dings von einem mechanistischen Bild des Menschen aus und sah die Glandula
Pinealis als den wesentlichen Ort, der z.B. stimuliert durch die Retina mechanische
Bewegungen auslést [22].

Im Jahre 1958 gelang es dem Dermatologen Aaron B. Lerner die Stuktur von Me-
latonin zu beschreiben. Dies war der Beginn einer intensiven Melatoninforschung.
Mittlerweile gibt es ein eigenes Journal fir diesen Forschungsschwerpunkt, das
Journal of Pineal Research. Anfangs fokussierte sich die Forschung auf die Be-
einflussung der Fertilitat beim Menschen [52]. Es war der Entdecker Lerner, der
als Erster den Einfluss von Melatonin auf den Schlaf untersuchte. Die Erkennt-
nisse von Richard Wurtmann, dass Melatonin nur wahrend der Dunkelheit in den
Kreislauf sezerniert wird, und von Alfred Levy, dass helles Licht wahrend der Nacht
auch beim Menschen mit einer Unterdriickung endogenen Melatonins einhergeht,
fihrten zu einer engen Verknipfung von Chronobiologie und Melatoninforschung
[58].

In den 1990er Jahren wurden weitere Wirkungen von Melatonin berichtet, wie z.B.
die Immunmodulation, Hemmung von Tumorwachstum oder den Einfluss auf Sau-
erstoffradikale [94]. 1995 Iéste das Buch The Melatonin Miracle von Pierpaolini et
al. eine weit verbreitete Einnahme von Melatonin in der US-Bevdlkerung aus, well
man Melatonin eine Verjingungswirkung zuschrieb. Spater entwickelte sich eine
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eher skeptische Betrachtung der Wirkweise [58].

2.3.2 Struktur und Synthese

Abbildung 2.8 zeigt die Strukturformel von N-Acetyl-5-methoxytryptamin , das unter
der Bezeichnung Melatonin bekannt ist und als Summenformel durch C3H16N2O5
beschrieben wird. Melatonin ist ein Metabolit des Tryptophanstoffwechsels und
wird aus Serotonin gebildet (Abb.2.9). Die Biosynthese erfolgt in zwei Schritten: zu-
nachst wird Serotonin mit Acetyl-Coenzym-A N-acetyliert, als Katalysator wirkt das
Enzym Serotonin-N-Acetyltransferase (AANAT). AnschlieBend wird das Produkt
N-Acetylserotonin mit S-Adenosylmethionin mittels der Acetylserotonin-O-Methyl-
transferase methyliert.
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Abbildung 2.8: Strukturformel des Melatonins (C13H16 N2O5)

Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Syntheseweges ist die Serotonin-
N-Acetyltransferase (AANAT). Deshalb greifen hier sdmtliche regulatorische Me-
chanismen in den Syntheseweg ein, welche die Aktivitdt und Proteinmenge der
AANAT und somit auch die gesamte Melatoninbiosynthese kontrollieren. AANAT
ist daher das Schliisselenzym fiir die Synthese von Melatonin (Abb. 2.9).

Beim Menschen ist die Zirbeldriise der wesentliche Sekretionsort fur Melatonin.
Eine geringe extrapineale Melatoninproduktion findet auch in der Retina und im
menschlichen Ziliarkorper statt. Typische Melatoninkonzentrationen beim Menschen
sind 10 - 40 pg/ml (Pikogramm pro Milliliter) am Tag und etwa 60 - 120 pg/ml
nachts, bei Kindern wurden Werte bis 300 pg/ml nachts gemessen, bei alteren
Menschen ist die Konzentration geringer (20 - 50 pg/ml nachts). Melatonin wird in
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Melatonin-Biosynthese
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Abbildung 2.9: Biosynthese des Melatonins; TRP-H: Tryptophan-Hydroxylase, OH-TRP-DC: 5-
Hydroxy-Tryptophan-Decarboxylase, S-N-AT: Serotonin-N-Acetyl-Transferase (AANAT), AS-O-MT:
Acetyl-Serotonin-O-Methyl-Transferase (Quelle: pharmexplorer.at)

der Leber zu 6-Sulphatoxy-Melatonin abgebaut und Uber die Nieren ausgeschie-
den. Die Abbauzeit (Halbwertszeit) betragt ca. 20 bis 50 Minuten [117].

2.3.3 Wirkmechanismus

Melatonin beeinflusst vielfaltige physiologische Prozesse [54] wie den Biorhythmus
[96], reproduktive Funktionen [98], die Kérpertemperatur [16], die sexuelle Aktivitat
[24], die Immunmodulation [62] und die Alterung [106]. Einige seiner Wirkungen
sind mit der Einleitung und der Aufrechterhaltung des Schlafes gekoppelt [23].

Die zirkadiane Rhythmik erfolgt im Wesentlichen durch die lichtabhangige Sekreti-
on von Melatonin. Bei beginnender Dunkelheit setzen die sympathischen Nerven-
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Insekretion von Me-
latonin; SCN= suprachiasmatischer Nucleus (Quelle: A.Zverev, EGBs
e-Learning, Denver, USA )

endigungen an der Glandula Pinealis Norepinephrin frei, wodurch eine Kaskade
ausgeldst wird. Die Freisetzung des zellinternen Botenstoffes cCAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) stimuliert die Aktivitat von N-Acetyltransferase, welches
das limitierende Enzym der Synthese von Tryptophan Uber Serotonin zu Melatonin
darstellt. Melatonin gelangt schlieBlich durch passive Diffusion ins GefaBsystem.
Das Maximum der Sekretion, das ungefahr das 10-fache der Tagessekretion be-
tragt, wird etwa in der Mitte der Nacht erreicht und nimmt in der zweiten Nachthalf-
te wieder ab. Melatonin wirkt schlafférdernd und vermindert die Korpertemperatur
[58].

Melatonin vermittelt seine schlafregulierenden Effekte vermutlich tGber spezifische
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (MT1 und MT2) im suprachiasmatischen Nu-
kleus des Hypothalamus (Abb. 2.11) [121]. Ein weiterer Rezeptor flr Melatonin
(MT3) wurde als Chinon-Reduktase-2 identifiziert, allerdings ist Gber die physiolo-
gische Funktion dieses Rezeptors bisher wenig bekannt [121],[77]. Anders als die
bisher verfligbaren Hypnotika wirkt Melatonin nicht direkt auf GABA-Rezeptoren
(y-Aminobuttersaure-Rezeptoren). Allerdings konnte eine indirekte Beeinflussung
des GABAergen Systems nachgewiesen werden [110]. Die Expression von MT1-
und MT2-Rezeptoren findet auch in den Herzgefaf3en statt und fihrt zu einer Ver-
engung der Herzgefafe.
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Melatonin-Rezeptoren
(Gehimzellen: z.8. SCN, Hypothalamus, Kleinhirn, Hippocampus, GroBhirnrinde)

® _® jelatonin L

o ) - Zelimembran Melatonin ] ®
00 00000 0000000000000 RNNNRRINNNIYTPS 2000
coo 000000000000 00000000000 0000

Hemmung | 0 0'?'@'1 mung
GTP cAMP ¢
ATP

AC = Adenylatcyclase Genaktivierung
MT1/MT2 = Melatonin- Rezeptoren
cAMP = zellintemer Botenstoff

Abbildung 2.11: Melatoninrezeptoren im Gehirn; (Quelle: A.Zverev, EGBs e-
Learning, Denver, USA )

2.3.4 Indikationen und Anwendungen von Melatonin

Die wichtigste Wirkung von Melatonin liegt in seinen hypnotischen, also schlaffér-
dernden Eigenschaften. So erhéht Melatonin die Schlafeffizienz und verkiirzt die
Zeit bis zum Einschlafen (Sleep Latency). Der nachtliche Melatoninpeak scheint
eine Art Triggerwirkung zu haben, die den Schlaf einleiten kénnte [3]. Waldhauser
entdeckte 1990, dass Melatonin die frihen Schlafphasen verkirzt und den REM-
Schlaf verlangert [116]. Diese Wirkungen werden durch Melatonin oder Melatonin-
analoga therapeutisch genutzt. Es gibt auch die Hypothese, dass der durch den
nachtlichen Anstieg des Melatoninspiegels ausgel6ste Temperaturabfall einer der
Trigger fur das Einschlafen sein kdnnte [13].

Melatonin hat auch Einfluss auf den Schlafrhythmus und wird deshalb zur Behand-
lung des Jet Lag eingesetzt [38].

Melatonin hat eine stimulierende Wirkung auf das Immunsystem. Die Wirkung geht
auf die T-Helfer-Lymphozyten zurtick, die unter Melatonineinfluss mehr Interleukin-
2 und Interleukin-4 produzieren [66]. Melatonin kénnte so einen Teil der das Im-
munsystem hemmenden Effekte des Stresses kompensieren, da Melatonin unter
Stress vermehrt ausgeschuttet wird [66].

Melatonin wird auch eine krebshemmende Wirkung zugesagt. Diese wird mit der
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Eigenschaft als Radikalfanger und der immunstimulierenden Wirkung begriindet
[113]. Die krebshemmende Wirkung des Melatonins wird auch mit einem antipro-
liferativen, antimitotischen Effekt erklart [4]. Der damit verbundene hemmende Ef-
fekt auf die Entstehung von Tumoren wird von Christian Bartsch mit der Wirkung
des Melatonin auf die Gonaden und ihre Hormonproduktion in Zusammenhang ge-
bracht [7]. Demnach kénnte ein niedriger Melatoninspiegel zu desynchronisierten
endokrinen Rhythmen und zu einer Entwicklung ultradianer Sekretionsrhythmen
fihren [7], also von Rhythmen, die mit einer Periodenzeit von mehr als 24 Stunden
auftreten. Bisher ist allerdings nicht nachgewiesen worden, dass medikamentds
verabreichtes Melatonin die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Krebspatienten er-
héht [7].

In manchen Zusammenhangen werden Melatonin geradezu Wundereigenschaften
zugesprochen, wie z.B. eine lebensverlangernde Wirkung [97]. Diese Spekulatio-
nen stitzen sich auf Verdffentlichungen von G.Maestroni und W. Pierpaoli [93] in
der Schweiz und R. J. Reiter und J. Robinson [97] in den USA. Sie erscheinen
aber als unzulassige Extrapolationen, die sich bis jetzt nicht beweisen lie3en.

Als Nebenwirkungen von Melatoninpraparaten wurden z.B. Midigkeit oder Schlaf-
rigkeit, Reizbarkeit, Schlaflosigkeit, Migrane, Schwindel, Bauchschmerzen, Ver-
stopfung, Mundtrockenheit, vermehrtes Schwitzen, Schwache und Gewichtszu-
nahme genannt [92].

2.3.5 Einfluss von Melatonin auf den Knochenmetabolismus

Verschiedene Studien konnten bisher zeigen, dass Melatonin durch Regulation der
Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitat den Knochenmetabolismus beeinflusst

[119, 56, 2, 64]. In Untersuchungen an Pra-Osteoblasten bei Mausen und an
Osteosarkomzellen bei Ratten wurde nachgewiesen, dass Melatonin die Osteo-
blasten-Reifung férdert. Bei diesen Versuchen fihrte die Gabe niedriger Melato-
nin-Konzentrationen zu einer erhdhten Exprimierung osteogener Faktoren wie z.B.
alkalische Phosphatase, Osteopontin und Osteokalzin [102]. Eine aktuelle Studie
konnte zudem zeigen, dass Melatonin auch chondrogene Faktoren beeinflusst. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Melatonin die chondrogene Differenzierung
von Stammzellen férdert [30]. Sowohl die osteogene als auch die chondrogene
Differenzierung sind entscheidend fur die Frakturheilung im Rahmen der enchon-
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2 EINLEITUNG

dralen und intramembran®dsen Ossifikation.

Die anabole Wirkung von Melatonin auf den Knochen wird aber vor allem durch
Hemmung der Knochenresorption erklart. Verschiedene Studien konnten zeigen,
dass Melatonin die RANKL-Expression vermindert und damit die Osteoklastenakti-
vitat hemmt [56, 59, 115]. So konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Melatonin
bei ovarektomierten Ratten zu einer Zunahme der Knochendichte fihrt [115]. So
wird zum Beispiel eine deutliche Abnahme der Melatonin- Sekretion wahrend der
Menopause [104] als wichtiger Faktor in der Entstehung der Osteoporose angese-
hen.
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Kapitel 3

Zielsetzung und Fragestellung

3.1 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, ob Melatonin die Frakturheilung im Maus-
modell beeinflusst.

3.2 Fragestellung

Die Untersuchungen sollen klaren, ob ein Unterschied zwischen der Frakturheilung
unter Behandlung mit Melatonin gegenuber der Frakturheilung ohne entsprechen-
de Behandlung besteht. Dabei war bisher nicht bekannt, ob Melatonin den Ablauf
der Frakturheilung hemmt, unbeeinflusst lasst oder gar férdert. Die Frage soll in
einer tierexperimentellen Studie beantwortet werden.

Die Nullhypothese lautet:

»Die Frakturheilung Melatonin-behandelter Mause (Verum) weist keinerlei Un-
terschiede verglichen mit der Frakturheilung unbehandelter Mause (Kontrol-
len) auf.”

Zur Uberpriifung der Hypothese wurde die Knochenbruchheilung zwei und fiinf
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3 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

Wochen nach Frakturierung mit Hilfe radiologischer, biomechanischer, histomor-
phometrischer sowie proteinbiochemischer Methoden am postmortalen Knochen-
Préparat untersucht.

30



Kapitel 4

Material und Methoden

4.1 Versuche

4.1.1 Studienprotokoll

Die Tierversuche mit der Versuchsnummer 26/07 wurden von der zustandigen Be-
hérde (Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel-
und Veterindrwesen - Zentralstelle, Konrad-Zuse-Stra3e 11, 66115 Saarbrlicken)
genehmigt und am Institut fur Klinisch- Experimentelle Chirurgie der Universitat
des Saarlandes nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durch-
geflhrt.

Als Versuchstiere wurden CD-1 Mause (ICR/CD-1 outbred mice; Harlan Labora-
tories, Wilmington, USA) verwendet. Diese Mause waren zum OP-Zeitpunkt zwi-
schen 12 und 14 Wochen alt. Das Gewicht betrug 27 + 1 g.

Die Tierhaltung der Mause erfolgte im Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie
der Universitat des Saarlandes in einem klimatisierten Raum bei einer Temperatur
von 22 - 24 Grad Celsius und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60%. Die Mause
wurden bei 12-stiindigem Tag - Nachtrhythmus in Kleintierkafigen gehalten. Den
Tieren stand Wasser und Standarddiatfutter der Firma Altromin (Altromin 1320,
Altromin, Lage, Deutschland) in Pelletform ad libidum zur Verfigung.

Insgesamt wurden 50 Tiere untersucht. Die M&use wurden vor Versuchsbeginn in
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4 MATERIAL UND METHODEN

Melatonin Kontrollen
Standzeit 2 Wochen | 5 Wochen | 2 Wochen | 5 Wochen
Radiologie n=10 n=10 n=10 n=10
Biomechanik n=10 n=10 n=10 n=10
Histomorphometrie n=10 n=10 n=10 n=10
Western Blot n=5 - n=5 -

Tabelle 4.1: Anzahl der Versuchstiere fiir die verschiedenen Untersuchungen. Die
radiologischen, biomechanischen und histomorphometrischen Untersuchungen
wurden jeweils am selben Tier durchgefiihrt.

zwei Gruppen von je 25 Tieren eingeteilt. Den Tieren der Melatonin-Gruppe (An-
zahl n=25) wurde taglich 50 mg/kg Kérpergewicht Melatonin (Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) i.p. wahrend der gesamten 2-wéchigen bzw.
5-wdchigen Beobachtungszeit verabreicht. Den Tieren der Kontrollgruppe (n=25)
wurde eine entsprechende Menge Ethanollésung verabreicht. Die radiologischen,
biomechanischen und histomorphometrischen Untersuchungen wurden jeweils am
gleichen Tier durchgefihrt.

Der Heilungszustand sollte in einer frihen und einer spaten Phase der Fraktur-
heilung untersucht werden. Deshalb wurde jede Tiergruppe nochmals unterteilt in
eine 2-Wochen-Gruppe und eine 5-Wochen-Gruppe. Diese Beobachtungszeiten
wurden gewahlt, weil bei der Maus das Maximum der Kallusbildung nach ca. zwei
Wochen (frihe Frakturheilungphase) erreicht ist [68]. Nach fiunf Wochen (spate
Frakturheilungsphase) ist die Fraktur knéchern konsolidiert [68].

Zehn Tiere der 2-Wochen Gruppe wurden 14 Tage nach der OP euthanisiert und
deren Femora biomechanisch, réntgenologisch und histomorphometrisch unter-
sucht. Funf weitere Tiere der 2-Wochen-Gruppe wurden ebenfalls getétet und der
gewonnene Kallus wurde einer Protein-biochemischen Analyse unterzogen.

Die zehn Tiere der 5-Wochen-Gruppe wurden 35 Tage nach der OP getétet und
deren Femora ebenfalls biomechanisch, rontgenologisch und histologisch unter-
sucht. Nach funf Wochen Frakturheilung wurde auf eine Protein-biochemische
Analyse des Kallusgewebes verzichtet, da keine ausreichende Menge Kallusge-
webe bei bereits begonnenem Remodelingprozess gewonnen werden konnte.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1.2 Tiermodell

Fir diese Arbeit wurde die sogenannte Mouse Screw als geschlossenes Frak-
turmodell verwendet [47]. Das Implanat ermdglicht durch ein proximales Gewinde
und einen distalen Konus im Sinne einer Zugschraube eine Frakturspaltkompressi-
on und besitzt somit eine hohe Rotationsstabilitét als auch axiale Stabilitat. Dieses
Modell wurde bereits in anderen Arbeiten verwendet [46], [45], [44].

4.1.3 Implantate

Die Schraube ist aus medizinischem Stahl gefertigt. Sie ist 18 mm lang und hat
einen Durchmesser von 0,5 mm. Das Gewinde (M 0,5 mm) am proximalen Ende
hat eine Lange von 4 mm und der konische Kopf am distalen Ende hat einen ma-
ximalen Durchmesser von 0,8 mm (Abb. 4.1). Die Schraube wurde in Zusammen-
arbeit mit der AO Foundation, Research Implant System (RIS), Davos (Schweiz)
entwickelt.

“ | |’|‘||||||||||\|||||||||||||
4 5 6 il 8 9
Abbildung 4.1: oben: Fiihrungsdraht aus Wolfram; unten: Schraubendreher mit
eingespannter Schraube
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4.1.4 Operation

Zu Beginn der Operation wurde das Tier mit einer Dosis von 25 mg/kg KG Xylazin
und 75 mg/kg KG Ketamin narkotisiert. Anschlie3end wurde die Rasur der rechten
unteren Extremitat vorgenommen.

Nach der Hautdesinfektion wurde medial der Patella eine 4 mm lange Hautinzision
durchgeflhrt, die Kapsel eréffnet und die Patella nach lateral luxiert (Abb. 4.2).

AnschlieBend wurde der Markraum des Femur mittels einer Kandle (BD Micro-
lance 3™ - 24 G 1” - Nr.17, @ 0,55 x 25 mm - BD Drogheda, Irland) Gber die
Fossa intercondylaris eréffnet (Abb. 4.3). Danach wurde eine 27-Gauge-Dental-
Anasthesiekanlle (Sterican® Einmalkandile fir die Dental-Anasthesie- O./U.-Kiefer,
Leitungsanasthesie- GréBe 30/42- G 27 x 1, @ 0,40 x 40 mm, Braun, Melsungen,
Deutschland) in den so eréffneten Markraum eingefiihrt und mit dieser das Femur
im Bereich des Huftgelenks durchstoBen. (Abb. 4.4). Uber diese Kaniile wurde
dann der Wolfram-FUhrungsdraht (0,2 mm Durchmesser) in den Markraum einge-
bracht (Abb. 4.5).

Die Lage des Drahtes wurde intraoperativ radiologisch kontrolliert (Réntgenanlage
MX-20, Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, Illinois, USA). AnschlieBend wurde
das Femur mit einer Guillotine (Abb. 4.6) frakturiert (Abb. 4.7).

Nach radiologischer Kontrolle der Frakturkonfiguration (Abb. 4.8) wurde zur Fixie-
rung des Bruches die Schraube (vgl. Abschnitt 4.1.3) tiber den Flihrungsdraht vom
Kniegelenk her in das Femur eingebracht. (Abb. 4.9). Sobald die Schraube fest im
Knochen verankert war, wurde sie am Schraubenkopf an der Sollbruchstelle abge-
brochen (Abb. 4.10).

Die Lage der Schraube wurde anschlieBend réntgenologisch kontrolliert (Abb. 4.11).
AbschlieBend wurde die Patella reponiert und die Kapsel des Kniegelenkes sowie
die Haut mit 5-0 Prolene Faden (Ethicon, Johnson+Johnson Medical GmbH, Nor-
derstedt, Deutschland) adaptiert (Abb. 4.12 und Abb. 4.13).
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Abbildung 4.2: Hautschnitt (iber der Patella

Abbildung 4.3: Eréffnen des Markraums mit der Kanile
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Abbildung 4.4: Kandile vor Einbringen des Flihrungsdrahtes

Abbildung 4.5: Einliegender Fiihrungsdraht nach Entfernen der Kanlile

36



4 MATERIAL UND METHODEN

Abbildung 4.7: Platzierung des Femur unter der Guillotine
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Abbildung 4.8: Radiologische Kontrolle der Frakturkonfiguration

Abbildung 4.9: Eindrehen der Schraube
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Abbildung 4.10: Sicht auf die Fossa intercondylaris nach Abbrechen der Schraube an
der Sollbruchstelle

Abbildung 4.11: Radiologische Kontrolle der Implantatlage
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Abbildung 4.12: Naht der Kniegelenkskapsel

Abbildung 4.13: Adaptation der Haut
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4.1.5 Medikamentenapplikation

Zur Schmerztherapie wurde den Tieren intraoperativ sowie am ersten postopera-
tiven Tag 0,25 mg Carprofen (Rimadyl, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in
die Nackenfalte s.c. verabreicht.

Uber einen Zeitraum von zwei bzw. fiinf Wochen wurde den Tieren der Melatonin-
gruppe Melatonin mit einer Dosis von 50 mg/kg/Tag intraperitoneal appliziert. Die
Kontrollgruppe erhielt die entsprechende Menge einer Ethanollésung.

4.1.6 Totung der Tiere

Zwei bzw. funf Wochen postoperativ wurden die Tiere narkotisiert und gerdngt.
Zur weiteren Auswertung wurden die Tiere durch eine Uberdosis des Narkotikums
getotet.

4.1.7 Praparation der Knochen

Nach Tétung der Tiere wurden beide Femora, sowohl das operierte als auch das
gesunde, explantiert. Dazu wurden die Weichteile sowie Bandstrukturen im Be-
reich des Knie- und Huftgelenkes durchtrennt. Nach Exartikulierung im Bereich
des Knie- und Huftgelenks wurden die Femora vorsichtig aus dem Weichteilver-
bund herausprapariert. Danach wurde das restliche Weichteilgewebe vom Kno-
chen reseziert. Um eine Austrocknung der Knochen zu vermeiden, wurden diese
regelmaBig mit isotoner Kochsalzlésung befeuchtet und anschlieBend in feuchten
Kompressen gelagert.
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4.2 Auswertung

4.2.1 Radiologische Analyse

Zur radiologischen Auswertung wurden digitale dorso-ventrale Réngtenaufnahmen
angefertigt (Réntgenanlage MX-20, Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, lllinois,
USA).

Insgesamt wurden nach dem jeweiligen Beobachtungszeitraum 3 Aufnahmen an-
gefertigt (Abb. 4.14 und Abb.4.15): vor Ausbau des Femur (A), nach Ausbau mit
einliegendem Implantat (B) und nach Entfernung der Schraube (C).

Abbildung 4.14: Réntgenaufnahme des frakturierten rechten Femur (mit Schraube) vor Aus-
bau des Knochens (A), nach Ausbau des Knochens (beide Femora) (B) und nach Entnahme der
Schraube (C) zwei Wochen nach Fraktur

Abbildung 4.15: Réntgenaufnahme des frakturierten rechten Femur (mit Schraube) vor Aus-
bau des Knochens (A), nach Ausbau des Knochens (beide Femora) (B) und nach Entnahme der
Schraube (C) fiinf Wochen nach Fraktur
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Die Auswertung mittels Goldberg-Score erfolgte dann am Knochen nach Entfer-
nung der Schraube. Dazu wurde die Frakturheilung mittels Punktesystem bewertet
(Goldberg-Klassifizierung) [35]:

« 0 Punkte: keine knécherne Uberbauung
« 1 Punkt : partielle knécherne Uberbauung

« 2 Punkte: komplette knécherne Uberbauung

4.2.2 Biomechanische Analyse

Die wesentlichen physiologischen Funktionen eines Knochens sind mit seiner me-
chanischen Belastbarkeit verknipft. Deshalb wurde zur Bewertung der Frakturhei-
lung die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften des Femur herangezo-
gen. Mit Hilfe einer zerstérungsfreien 3-Punkt-Biege-Testung wurde die Kallusstei-
figkeit bestimmt.

Messvorrichtung zur biomechanischen Prifung

Die biomechanische Testung wurde mit einer 3-Punkt-Biege-Messapparatur durch-
geflhrt (Mini-Zwick Z 2.5, Firma Zwich GmbH, Ulm, Deutschland). Die Messappa-
ratur besteht aus einer 20 N-Lastzelle und besitzt zwei Auflagestempel zur Positio-
nierung der Knochen. Uber einen weiteren Stempel wird eine Kraft middiaphyséar
auf den Knochen Ubertragen (Abb. 4.16).

Durchfliihrung der Dreipunktbiegung

Nach Explantation der Femora und Implantatentnahme wurden diese in der 3-
Punkt-Biege-Messapparatur getestet. Der Knochen wurde durch Benetzen mit NaCl-
Lésung standig feucht gehalten, um ein Austrocknen tber den weiteren Versuchsab-
lauf zu vermeiden. Um standardisierte Versuchsbedingungen zu gewéahrleisten,
wurden die Femora jeweils mit der ventralen Seite nach oben mit einem definierten
Abstand der Auflagestempel von 6 mm in der Apparatur positioniert. Unter anstei-
gender Biegekraft und einer konstanten Geschwindigkeit von 1mm/min wurde die
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Abbildung 4.16: Apparatur zur 3-Punkt-Biegetestung (Mini-Zwick Z 2.5, Zwick
GmbH, Ulm, Deutschland)

Biegesteifigkeit (N/mm) im linearen Abschnitt des Kraft-Weg-Diagramms bestimmt
(Abb. 4.17) [42],[109] .

Es wurde makroskopisch und mikroskopisch (histologisch) sichergestellt, dass die
applizierte Kraft nicht zu einer Zerstérung des Knochens flihrte.

Das gesunde Femur wurde als interne Kontrolle verwendet, um individuellen Schwan-
kungen innerhalb der Versuchsgruppen Rechnung zu tragen. Die Biegesteifigkeit
wurde deshalb sowohl als Absolutwert in N/mm als auch als Relativwert in Prozent
in Relation zur Biegesteifigkeit des gesunden Femur angegeben.
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Kraft [N]

Steifigkeit [N/mm]

AL BTN TR N

Linge [mm]

Abbildung 4.17: Skizze eines Kraft-Weg-Diagramms einer Biegetestung mit ein-
gezeichneter Steigung zur Bestimmung der Steifigkeit

4.2.3 Histologische Analyse

Die in dieser Arbeit prasentierten histologischen Auswertungen erfogten an lon-
gitudinalen Schnitten von 5 um Dicke nach Anférbung mittels Trichrome Masson-
Goldner Methode.

Gewinnung der Praparate

Zur Analyse der Gewebezusammensetzung des Kallus sowie der Kallusgré3e wur-
den die Knochen histologisch aufbereitet. Dazu wurden die Knochen fir 24 Stun-
den in IHC Zink Fixiermittel (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) fixiert und in
10-prozentiger EDTA-L6sung zwei Wochen lang entkalkt und in Paraffin eingebet-
tet. AnschlieBend wurden sagittal-longitudinale Schnitte im Bereich des maximalen
Kallusdurchmessers mit einer Dicke von 5 um angefertigt.

Zur Visualisierung der verschiedenen Strukturen wurden die Schnittprédparate nach
der Trichrome Masson-Goldner Methode angeféarbt. Dazu wurden die Proben flr
zwei Minuten in Weigerts Eisenhamatoxylinlésung eingelegt, danach fir 10 - 15
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Minuten unter flieBendem Wasser abgespult, dann in Goldner-Lésung | (Ponceau-
Saurefuchsin-Azophloxin) fir 5 - 10 Minuten gefarbt und kurz mit 1-%-iger Essig-
saure abgespllt. Danach erfolgte eine Behandlung mit Goldner-Lésung Il (Wolfram-
atophosphorséure-Orange G) bis zur vollstandigen Entfarbung des Bindegewebes,
gefolgt von einer Spulung mit 1-%-iger Essigsaure und einer 5-minutigen Gegen-
farbung mit Goldner-Lésung Il (Lichtgrin). Zum Schlu3 wurde mit 1-%-iger Essig-
saure fur ca. 5 Minuten ausgewaschen und schlief3lich mit Ethanol entwassert und
aus Xylol mit Xylol-Kitt Il (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt. Durch die-
se Anféarbungen zeigen sich Zellkerne dunkelbraun, Zytoplasma und Muskelfasern
rot, Erythrozyten orange und Bindegewebe griin.

Histomorphometrische Analyse

Diese histologischen Schnitte wurden mit einem Mikroskop in 1,25- facher Ver-
gréBerung (Olympus BX60 Mikroskop; Olympos, Tokio, Japan; Zeiss Axio Cam
und Axio Vision 3.1; Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) digitalisiert. Die Aus-
wertung erfolgte mit Hilfe eines automatischen Bildauswertungssystems (ImagedJ
Analysis System; NIH, Bethesda, Maryland, USA). Folgende Parameter wurden
bestimmt:

* BDm : Femurdurchmesser in Héhe des Frakturspaltes [mm]

 CAr : periostale Kallusflache [mm?]

« TOTAr : Flache des kndchernen Anteils innerhalb des periostalen Kallus
[mm?]

+ CgAr : Flache des knorpeligen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?]
* FTAr : Flache des bindegewebigen Anteils innerhalb des periostalen Kallus

[mm?]

In Anlehnung an die von Gerstenfeld et al. [34] vorgeschlagene Auswertung wur-
den folgende GréBen bestimmt:

+ periostale Kallusflache/ Femurdurchmesser [CAr/BDm [mm]],
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» kndécherne Kallusflache/ periostale Kallusflache [TOTAr/CAr (%)]
» knorpelige Kallusflache/ periostale Kallusflache [CgAr/CAr (%)]

» bindegewebige Kallusflache/ periostale Kallusflache [FTAr/CAr (%)].

Dar(iber hinaus wurde die Qualitit (Gewebezusammensetzung) der Uberbriickung
des Frakturspaltes mit einem Punktesystem [31] bewertet. Dazu wurden beide Kor-
tices unabhangig analysiert, so dass maximal 4 Punkte erreicht werden kénnen:

« 0 Punkte: bindegewebige Uberbriickung
« 1 Punkt : knorpelige Uberbriickung

« 2 Punkte: knécherne Uberbriickung

Immunohistochemische Analyse

Zur Bestimmung der Osteoklastenanzahl (TRAP-positive Zellen) (Tartrat-resistente
saure Phosphatase) wurden die Knochen mit IHC Zink Fixiermittel (BD Pharmin-
gen, San Jose, CA, USA) fir 24 Stunden behandelt, anschlieBend in 10%-iger
EDTA-L6sung zwei Wochen lang entkalkt und dann in Paraffin eingebettet. Nach
der Entfernung des Paraffin wurden die Schnitte in einer Mischung aus 5 mg
Naphotol AS-MX Phosphat und 11 mg schnellem roten TR-Salz in 10 ml 0,2 M
Natrium-Azetat-Puffer (pH 5,0) fir eine Stunde bei 37 Grad Celsius inkubiert. Die
Schnitte wurden mit Methyl Griin gegengefarbt und mit Glyceringelatine einge-
deckt.

Fir die Untersuchung der Expression des Melatonin-Rezeptors Mel-1a-R im Kal-
lusgewebe wurde Immunféarbung mit monoklonalen Antikérpern verwendet. Dazu
wurden Zink-fixierte Schnitte in Paraffin eingebettet, zwei Wochen lang in 10%-
iger EDTA-LOsung entkalkt und 5 um dicke Schichten entnommen. Diese Pro-
ben wurden mit x-Tra (Medita Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland) entparaffi-
niert. Nach der Rehydrierung durch eine absteigende Ethanol-Reihe und Antigen-
Demaskierung mit 0,05% Saponin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden endogene Peroxida-
se und unspezifische Bindungsstellen mit 1% H,0O, oder 4% Donkey-Normal-
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Serum (Dianova, Hamburg, Deutschland) geblockt. Der primare polyklonale Rat-
ten Anti-Melatonin-Rezeptor-Antikérper Mel-1A-R (1:50; R-18, Santa Cruz, Heidel-
berg, Deutschland) wurde bei 4 Grad Celsius Uber Nacht inkubiert. Als sekundarer
Antikérper wurde ein Peroxidase-konjugierter Donkey-Anti-Ratten-IgG Antikdrper
(1:100; GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) fir 30 Minuten bei Raumtempa-
ratur inkubiert. 3,3 Diaminobenzidine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) wurde als Chromogen fir die Enzymreaktion benutzt. Zellkerne wur-
den gegengefarbt mit Mayers Hemalaun. Nach Dehydrierung mit Ethanol und x-Tra
wurden die Schnitte mit x-Tra-Kit (Medite Medizintechnik) Gberzogen.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter dem Mikroskop mit einer 400-fachen
VergréBerung. Innerhalb der 30 definierten High-Power-Fields (Abb. 4.18) wurde
die Anzahl der TRAP-positven Zellen bestimmt.
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Abbildung 4.18: Schematische Darstellung der definierten high power fields

4.2.4 Western Blot -Analyse

Die Bestimmung der Proteinexpression in Gewebeproben kann mit der sogenann-
ter Western-Blot-Analyse durchgefihrt werden. Dabei werden die verschiedenen
Proteine zunachst mittels Gelelektrophorese getrennt. Mit einer weiteren horizon-
talen Elektrophorese werden die Proteine einer jeweiligen Bande vom Gel auf eine
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OPG Inhibitor der Osteoklastogenese
RANKL Stimulator der Osteoklastogenese
Kollagen | Knochenformationsmarker
PCNA Zellproliferationsmarker

Tabelle 4.2: Analysierte Proteine

Protein-bindende Membran Ubertragen (englisch blotting). Dort kénnen sie durch
Farbung mit einem konjugierten Antikérper markiert werden. Das Ausmal3 der
Proteinexpression wird schlie3lich durch eine Licht emittierende Enzym-Substrat-
Reaktion nachgewiesen, wobei das Licht mit einem Réntgenfilm detektiert wird.

In dieser Arbeit wurde die Proteinexpression von OPG (Osteoprotegerin), RANKL
(Receptor Activator of Nuclear Factor-x-B Ligand), Kollagen | und PCNA (Prolife-
rating Cell Nuclear Antigen) analysiert (Tabelle 4.2).

Folgende Praparationsschritte wurden durchgefihrt:

Das Kallusgewebe wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° auf-
bewahrt. Zur Proteinextraktion und Western Blot-Analsye von OPG, RANKL, Kol-
lagen | und PCNA wurde das Kallusgewebe in Lysepuffer (10 mM Tris pH 7,5, 10
mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02% NaNs;, 0,2 mM PMSF und Pro-
tease Inhibitor Cocktail (1:100 vol/vol; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) ) homogenisiert, 30 Minuten lang auf Eis inkubiert und 30 Minuten
lang bei 16000 x g zentrifugiert. Proteinkonzentrationen wurden nach Lowry be-
stimmt. Alle Proteinextrakte (10ug Protein pro Bande) wurden diskontinuierlich in
Natrium- Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelen getrennt und auf Polyvinylendifluorid-
Membrane transferiert. Nach der Blockade von nicht-spezifischen Bindungsstellen
wurden die Membranen fir 4 Stunden mit den folgenden Antikérpern inkubiert:
Maus-Antimaus-PCNA (1:500; DAKO, Hamburg, Deutschland), Kaninchen- Anti-
maus OPG (1:100 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), Kaninchen-
Antimaus- cleaved Caspase-3 (1:400; Cell Signaling, Frankfurt, Deutschland),
Kaninchen- Antimaus RANKL (1:300; Abcam; Cambridge;UK) und Ziege- Antimaus-
Kollagen | (1:75; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland).

Danach erfolgte eine Behandlung mit korrespondierenden Meerrettichperoxida-
se konjugierten sekundaren Antikérpern (1,5 Stunden; 1:5000; GE Healthcare
Amersham, Freiburg, Deutschland). Die Protein-Expression wurde mit Luminol-
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verstarkter Chemolumineszenz (ECL, GE Healthcare Amersham, Buckinghams-
hire, Great Britain) sichtbar gemacht. Die Signale wurden densitometrisch erfasst
(Quantity One, Geldoc, BioRad, Miinchen, Deutschland) und auf Beta-Actin-Signale
normiert (1:5000, Maus-Anti-Beta-Aktin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), um be-
zuglich ungleicher Beladung zu korrigieren.

4.3 Statistische Analyse

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (standard
error of the mean, SEM) angegeben. Nach Uberpriifung der Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov-Test) und Varianzengleichheit (F-Test) wurden die experi-
mentellen Gruppen mittels Student-t-Test analysiert. Die statistischen Untersu-
chungen wurden mit der Graph-Pad Prism 4.0 Software (Graphpad, Dan Diego,
California, USA) erstellt. Es wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt, um signifikan-
te Unterschiede anzuzeigen.
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Kapitel 5
Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der radiologischen, der biomechani-
schen und der histomorphometrischen Untersuchungen sowie der Proteinexpres-
sionsanalyse vorgestellt.

5.1 Radiologie

Die radiologische Auswertung erfolgte anhand der digitalisierten Rdntgenbilder
zwei Wochen bzw. finf Wochen nach Fraktur (Abb. 5.1).

Zwei Wochen postoperativ zeigte sich sowohl nach der Behandlung mit Melatonin
als auch in der Kontrollgruppe eine partielle knécherne Uberbauung mit einem
Goldberg-Score von 1,0+ 0,0 in beiden Gruppen (Abb. 5.2).

Im weiteren Heilungsverlauf flinf Wochen postoperativ zeigte sich eine zunehmen-
de knécherne Uberbauung. Der Goldberg-Score war mit 1,8 + 0,2 versus 2,0 +
0,0 in beiden Gruppen vergleichbar (Abb. 5.2). Die Unterschiede waren somit zu
beiden Zeitpunkten nicht signifikant.
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Abbildung 5.1: Réntgenbilder des frakturierten und des gesunden Femur eines Tieres der Kon-
trollgruppe zwei Wochen postoperativ (A), der Melatoningruppe zwei Wochen postoperativ (B), der
Kontrollgruppe flinf Wochen postoperativ (C) und der Melatoningruppe fiinf Wochen postoperativ
(D). Die Frakturen nach zwei Wochen zeigten eine partielle knécherne Uberbauung (Goldberg-
Score = 1), nach fiinf Wochen eine vollstindige knécherne Uberbauung (Goldberg-Score = 2)
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Abbildung 5.2: Goldberg-Score zur radiologischen Beurteilung der Frakturheilung der Kontroll-
gruppe (weiBe Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wo-
chen postoperativ : 0 = keine knécherne Uberbriickung, 1 = partielle knécherne Uberbriickung, 2 =
komplette knécherne Uberbriickung; Angegeben sind Mittelwert + SEM

5.2 Biomechanik

Die Biegesteifigkeit der Knochen wurde mittels 3-Punkt-Biegung bestimmt, vgl. Ab-
schnitt 4.2.2.

Zur Berlcksichtigung individueller Unterschiede der Knochen zwischen den ein-
zelnen Versuchstieren wurde die Biegesteifigkeit sowohl am geheilten als auch am
gesunden Knochen bestimmt (rechtes und linkes Femur). Die Messwerte sind als
Absolutwerte (N/mm) sowie als Relativwerte zum gesunden Knochen in Prozent

angegeben.

Zwei Wochen postoperativ wurden in der Melatoningruppe Werte von minimal 1,2
N/mm bis maximal 8,5 N/mm gemessen. In der Kontrollgruppe wurden Werte bis
maximal 39,7 N/mm ermittelt. Die Biegesteifigkeit war nach der Behandlung mit
Melatonin signifikant (p<0.05) geringer als in der Kontrollgruppe (3,9 4+ 0,6 N/mm
vs. 9,5 &+ 3,7 N/mm) (Abb. 5.3).

Vergleichbare Ergebnisse wurden fur die relative Biegesteifigkeit in Prozent ermit-
telt. Die Tiere, die mit Melatonin behandelt wurden, erreichten eine relative Biege-
steifigkeit von im Mittel 5,4 + 1,0 %. Dieser Messwert war signifikant niedriger als
der der Kontrollgruppe mit einer Biegesteifigkeit von durchschnittlich 15,8 4+ 5,0 %
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Abbildung 5.3: Absolute Biegesteifigkeit der Knochen der Kontroligruppe (weil3e Balken) und der
Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen postoperativ. Angegeben sind
Mittelwert = SEM; * p<0,05 relativ zur Kontrollgruppe
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Abbildung 5.4: Relative Biegesteifigkeit der Knochen der Kontrollgruppe (weilBe Balken) und der
Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen postoperativ. Angegeben sind
Mittelwert = SEM; * p<0,05 relativ zur Kontrollgruppe

Finf Wochen postoperativ wurden entsprechend dem fortgeschrittenen Heilungs-
prozess deutlich héhere Werte fir die Biegesteifigkeit ermittelt. In der Melatonin-
gruppe wurde eine niedrigere Biegesteifigkeit von minimal 12,7 N/mm bis maxi-
mal 103,5 N/mm gemessen im Vergleich zur Kontrollgruppe (23,5 N/mm bis 116,3
N/mm) (Abb. 5.3).
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Auch die relative Biegesteifigkeit war mit 55,3 &= 15,2 % fur die Melatonin-behandelten
Tiere geringer als die der Kontrollgruppe mit einem Mittelwertwert von 77,4 4+ 18,6
% (Abb. 5.4). Insgesamt zeigten die Melatonin-behandelten Tiere nach finf Wo-
chen also eine geringere Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe, aber der
Unterschied war nicht signifikant (p>0,05).

5.3 Histologie

Die Gewinnung der histologischen Knochenpréparate ist in Abschnitt 4.2.3 be-
schrieben. Die histomorphometrische Auswertung erfolgte an longitudinal-sagittalen
Schnittpraparaten. Alle Knochen heilten im Sinne einer sekundaren Frakturheilung
mit einer deutlichen Kallusbildung mit Anteilen intramembrandser und endochon-
draler Ossifikation. Nach der von Gerstenfeld et al. (Gerstenfeld u. a., 2005) vorge-
schlagenen Nomenklatur wurden die Knochenflache (TOTAr; total osseous tissue
area), die Knorpelflache (CgAr; cartilaginious area), die Bindegewebeflache (FTAr;
fibrous tissue callus area), die Gesamt-Kallusflache (CAr; callus area) und der Fe-
murdurchmesser (BDm; bone diameter) bestimmt. Um eventuellen Differenzen in
der FemurgrdéBBe zwischen den einzelnen Versuchtieren Rechnung zu tragen, wur-
de die Kallusflache zusatzlich in Relation zu dem jeweiligen Femurdurchmesser
im Frakturbereich quantifiziert. Zusatzlich wurden die relativen Anteile von Kno-
chen (TOTAr/CAr), Knorpel (CgAr/CAr) und Bindegewebe (FTAr/CAr) in Relation
zur Gesamt-Kallusflache bestimmt. Darliber hinaus wurde die Qualitat (Gewebe-
zusammensetzung) der Uberbauung des Frakturspaltes mit einem Punktesystem
[31] bewertet.

Zwei Wochen postoperativ waren die Gesamt-Kallusflachen beider Gruppen ver-
gleichbar. In der Melatonin-Gruppe wurde fiir das Verhaltnis von Gesamt-Kallusfla-
che zu Femurdurchmesser ein Wert von 4,7 4+ 0,8 mm ermittelt. Die Kontrollgrup-
pe wies eine Gesamt-Kallusflache von 5,4 4+ 0,8 mm auf (Abb. 5.5). Finf Wochen
postoperativ zeigte sich in den mit Melatonin behandelten Tieren mit 5,5 + 0,8 mm
ein signifikant gréBerer Betrag (p<0,04) im Vergleich zum Wert von 3,1 + 0,7 mm
zur Kontrollgruppe (Abb. 5.5). Dies spricht fir einen verzégerten Remodelingpro-
zess bei der Behandlung mit Melatonin.

Die Gewebeanalyse der Frakturzone ergab einen geringeren Punktewert nach Be-
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Abbildung 5.5: Histomorphometrische Analyse der Gesamt-Kallusflidche (CAr) im Verhéltnis zum
Durchmesser des Femur (BDm) in mm der Tiere der Kontroligruppe (wei3e Balken) und der Me-
latoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen postoperativ. Angegeben sind
Mittelwert + SEM; * p<0,05 relativ zur Kontrollgruppe

handlung mit Melatonin im Vergleich zur Kontrolle. Finf Wochen postoperativ er-
reichten beide Gruppen einen vergleichbaren Punktewert (Abb. 5.6).

Die Analyse der Kalluszusammensetzung zeigte sowohl nach zwei Wochen als
auch nach funf Wochen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 5.7, Abb. 5.9, Abb.
5.8). Zwei Wochen postoperativ war nach Gabe von Melatonin der Anteil an Kno-
chen erniedrigt ( Melatonin: 60 + 3 %, Kontrolle: 88 + 4 % ) und der Anteil an Knor-
pel im Verleich zur Kontrolle erhdht ( Melatonin: 27 + 3 %, Kontrolle: 19 + 4 % ).
Finf Wochen postoperativ war der Knochenanteil in beiden Gruppen vergleichbar
und erreichte nahezu 90% (Abb. 5.7). Knorpelgewebe war im Frakturkallus kaum
mehr nachweisbar (Abb. 5.9). Der Bindegewebsanteil war in beiden Gruppen unter
10% und unterschied sich nicht signifikant (Abb. 5.8).
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Abbildung 5.6: Gewebezusammensetzung des Frakturspaltes der Tiere der Kontroligruppe (wei-
Be Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen postope-
rativ. Beide Cortices wurden folgendermalen bewertet: 0 Punkte: bindegewebige Uberbriickung,
1 Punkt: knorpelige Uberbriickung, 2 Punkte: knécherne Uberbriickung. Es wurde die Summe fiir
beide Kortices betrachtet (maximal 4 Punkte). Angegeben sind Mittelwert + SEM
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Abbildung 5.7: Anteil an Knochengewebe im Kallus relativ zur Gesamt-Kallusfldche der Tiere der
Kontrollgruppe (wei3e Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf
Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM
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Abbildung 5.8: Anteil an Bindegewebe im Kallus relativ zur Gesamt-Kallusfldche der Tiere der

Kontrollgruppe (wei3e Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf
Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM
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Abbildung 5.9: Anteil an Knorpelgewebe im Kallus relativ zur Gesamt-Kallusfldche der Tiere der
Kontrollgruppe (wei3e Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf
Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM
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Die Durchfihrung der immunhistochemischen Analyse ist in Abschnitt 4.2.3 be-
schrieben.

Die immunhistochemischen Analysen zwei Wochen postoperativ zeigten, dass die
Behandlung mit Melatonin zu einer signifikanten Abnahme der Osteoklasten im
Frakturkallus fihrt (Melatonin: 1,5 + 0,2 pro HPF, Kontrolle: 4,2 + 0,8 pro HPF)(Abb.
5.10).

Die TRAP-positiven Osteoklasten wurden hauptsachlich innerhalb der zentralen
Region des Kallus nachgewiesen (Abb. 5.11 A). Im Gegensatz dazu konnten TRAP-
positive Zellen im Periost und in der endostalen Region des Kallus nicht nachge-
wiesen werden.

Immunfarbungen mit einem monoklonalen Antikérper gegen Mel-1a-R zeigten,
dass Osteoblasten innerhalb des Kallus zur Expression von Melatonin-Rezeptoren
in der Lage sind (Abb. 5.11 B). Die negative Kontrolle zeigte keine positiv gefarbten
Zellen.

2 Wochen

10

Kontrolle Melatonin

TRAP-positive Zellen / HPF

Abbildung 5.10: Anzahl der TRAP-postiven Zellen pro HPF (High Power Field ;
vgl. Abschnitt 4.2.3) im Frakturkallus der Tiere der Kontrollgruppe (weil3e Balken)
und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen postoperativ. Angege-
ben sind Mittelwert += SEM; * p<0,05 versus der Kontrollgruppe

59



5 ERGEBNISSE

1aR Expression (B) innerhalb des Frakturkallus zwei Wochen postoperativ

5.4 Western Blot

Die Durchflhrung der Protein-Expressions-Analyse (Western Blot-Analyse) ist in
Abschnitt 4.2.4 beschrieben. Es wurde die Expression von OPG, Kollagen |, RANKL
und PCNA untersucht (Abb. 5.12). Die gemessenen optischen Dichten der Proben
wurden auf die Dichte von 3-Aktin als Referenzprobe korrigiert.

Zwei Wochen postoperativ konnte mittels Western Blot nachgewiesen werden,
dass die Expression von OPG, ein Inhibitor der Osteoklastogenese, nicht durch die
Melatonin-Behandlung beinflusst wurde (Abb. 5.13). Die Expression von RANKL,
ein wesentlicher Faktor fiir die Osteoklasten-Bildung und -Aktivitat, war nach Gabe
von Melatonin signifikant erniedrigt (Abb. 5.13).

Die Expression von Kollagen |, einem Marker der Osteoblastogenese, war eben-
falls nach Melatonin-Behandlung signifikant vermindert (Abb. 5.13). Die Expres-
sion von PCNA war hingegen nur geringfligig erniedrigt. (Abb. 5.13).
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Abbildung 5.12: Western Blot Analyse von OPG, RANKL, Kollagen | und PCNA
im Kallusgewebe. 3-Aktin dient der densitometrischen Normierung
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Abbildung 5.13: Western Blot Analyse von OPG, RANKL, Kollagen | und PCNA im Kallusgewe-
be der Tiere der Kontrollgruppe (wei3e Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei
Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM ; * p<0,05 versus der Kontrollgruppe
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Kapitel 6

Diskussion

6.1 Diskussion der Methoden

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von Melatonin auf die Frakturheilung
untersucht werden. Da in-vitro-Untersuchungen aufgrund der schlechten Repro-
duzierbarkeit und des komplizierten Zusammenspiels der verschiedenen Fraktur-
phasen nur wenig aussagekraftig sind [28], wurden die Untersuchungen in einem
Tiermodell vorgenommen. Obwohl GroBtiermodelle wie z.B. Schafe den Vorteil
besitzen, dass sie mit der Anatomie des Menschen sehr gut vergleichbar sind und
somit verschiedene Osteosynthesetechniken ohne gréBeren technischen Aufwand
in diese Tiermodelle Gbertragen werden kénnen, wurden die Untersuchungen im
Mausmodell durchgefuhrt. Entscheidend ist, dass das Genom der Maus bereits
bekannt ist und dadurch eine Vielzahl verschiedener Antikérper oder transgener
Stamme zu Verflgung stehen, um die molekulargenetischen Mechanismen der
Frakturheilung zu untersuchen. Zudem kénnen Untersuchungen aufgrund der ge-
ringen Zucht- und Haltungskosten an Mausen kostenguinstig durchgefthrt werden.
Dies erlaubt z.B. die Untersuchung groBBer GruppengréBen und damit valide Aus-
sagen bezlglich der Ergebnisinterpretation [41], [81].

Obwohl die Maus kein Havers-System besitzt, zeigt der Heilungsvorgang tber so-
genannte Resoprtionshéhlen Analoga zum Remodeling Uber das Havers-System
beim Menschen [78]. Dennoch muss die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
Menschen immer kritisch diskutiert werden.
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Um standardisierte Untersuchungen am Mausmodell durchzufihren, ist ein ge-
eignetes Tiermodell unumganglich. Es existieren verschiedene Frakturmodelle an
unterschiedlichen Knochen und auch verschiedene Methoden der osteosyntheti-
schen Stabilisierung [41]. Am besten geeignet sind die langen Réhrenknochen wie
die Tibia und das Femur [40]. Im Vergleich zur Tibia hat das Femur einen gré3eren
und vor Allem homogenen Durchmesser und vereinfacht damit die Stabilisierung
der Fraktur. Gerade vor dem Hintergrund, dass die biomechanischen Eigenschaf-
ten der Implantate einen enormen Einfluss auf den Frakturheilungsprozess ha-
ben, sind standardisierte Untersuchungsbedingungen eine Grundvoraussetzung
fir Studien am Tiermodell [41], [19].

Grundsétzlich unterscheidet man offene und geschlossene Frakturmodelle. Bei of-
fenen Frakturmodellen wird der Knochen Uber einen lateralen Zugang freiprapa-
riert und unter Sicht osteotomiert. Durch die Verwendung eines Fixateurs [100]
oder einer Platte [67] kann dadurch der Knochen stabil versorgt werden. So konnte
am hiesigen Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie nachgewiesen werden,
dass eine rigide Stabilisierung mittels Plattenosteosynthese eine intramembrand-
se Heilung induziert, die im Gegenstaz zu einer enchondralen Heilung ohne die
Bildung von Knorpelgewebe und einer Kallusmanschette ablduft [42]. Nachteil ist
jedoch, dass offene Operationsverfahren anspruchsvoller sind, einen hohen Zeit-
aufwand erfordern und einen gréBeren Weichteilschaden erzeugen als geschlos-
sene Frakturmodelle. Vor Allem der Weichteilschaden kann die Frakturheilung be-
eintréachtigen und zu einer verzégerten Frakturheilung fihren [20].

Als geschlossene Frakturmodelle wurden friher haufig einfache Kanulen, soge-
nannte “Pins“ verwendet. Diese kébnnen zwar geschlossen in den Knochen einge-
bracht werden, wurden aber durch die Frakturierung des Knochens verbogen, was
die Frakturheilung maBgeblich beeinflussen kann. Zudem gewéhrleistet diese Art
der Stabilisierung keine Rotationsstabilitat [68], [43].

In dieser Arbeit wurde das am hiesigen Institut etablierte Modell der Schrauben-
osteosynthese verwendet [48], [41]. Das Implantat basiert auf dem Prinzip einer
Zugschraube. Durch das proximale Gewinde und den distalen konischen Kopf
kann die Fraktur komprimiert und rotationsstabil versorgt werden [47]. Vor der Frak-
turierung wird durch eine Kanule ein Fihrungsdraht in das Femur eingebracht, so
dass erst nach der Frakturierung die Schraube Uber diesen Draht platziert wird.
Zudem hat das gewahlte Modell den Vorzug, dass die geschlossene Frakturie-
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rung und die Implantateinbringung nur zu einem geringen Weichteilschaden fiih-
ren [47]. Die Frakturierung des Femur und die Implantation der Schraube konnten
reproduzierbar in gleicher Qualitat durchgefiihrt werden. Die Versuchstiere zeigten
postoperativ nach 2-4 Tagen einen physiologischen Bewegungsablauf.

Die Untersuchung der Frakturheilung wurde nach zwei und finf Wochen postope-
rativ durchgefthrt. Die Wahl dieser Zeitpunkte wurde in Anlehnung an die Un-
tersuchungen von Manigrasso und O’Connor gewahlt [68], die in einem Markna-
gelmodell den Zeitverlauf der Frakturheilung bei der Maus an neun verschiedenen
Zeitpunkten nach der Frakturierung untersucht haben. Die Knochenregeneration
verlauft bei der Maus sehr viel schneller als beim Menschen. Bei der Maus ist nach
ca. 10 bis 14 Tagen die maximale Kallusgré3e erreicht. Nach ca. fiunf Wochen ist
die Fraktur weitestgehend knéchern konsolidiert [68]. In dieser Arbeit wurde des-
halb als Zeitpunkt der friihen Frakturheilungsphase zwei Wochen postoperativ und
als Zeitpunkt der spaten Frakturheilungsphase finf Wochen postoperativ gewahlt.

Mittels Réntgenaufnahmen wurde die knécherne Uberbauung beurteilt. Die Aus-
wertung erfolgte nach Ausbau der Knochen sowie der Implantate so, dass der
Frakturspalt hinsichtlich der knéchernen Uberbriickung mittels Punktesystem be-
wertet werden konnte.

Zur Beurteilung der Stabilitdt des Frakturkallus stehen verschiedene biomecha-
nische Messmethoden wie die 3-Punkt-Biegetestung bzw. 4-Punkt-Biegetestung
oder die Messung der Rotationsstabilitat zur Verfligung [41]. Der Vorteil einer
4-Punkt-Biegetestung liegt in einer gleichmaBigeren Verteilung der einwirkenden
Kraft auf den Knochen im Gegensatz zur 3-Punkt-Biegung, bei der die Kraft auf
einen Punkt zentriert ist [15]. Da eine 4-Punkt-Biegung aufgrund der geringen Gré-
Be des Mausefemur nicht realisierbar war, wurde hier das Verfahren der 3-Punkt-
Biegung verwendet. Um reproduzierbare Bedingungen zu gewahrleisten, wurden
die Knochen immer in gleicher Art und Weise in der Testapparatur positioniert.
Die Biegetestungen wurden zerstérungsfrei durchgefiihrt, sodass die Knochen an-
schlieBend fur weitere Untersuchungen zur Verflgung standen. Damit konnte die
Zahl der bendétigten Versuchstiere deutlich reduziert werden.

Zur weiteren Beurteilung der Frakturheilung wurden histomorphometrische Unter-
suchungen des Kallusgewebe durchgeflihrt [34]. Gemal3 der Empfehlungen der
American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) wurden in longitu-
dinalen Schnitten durch den Frakturkallus verschiedene Parameter ermittelt [87].
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Diese Parameter gaben u.a. Aufschluss tber die verschiedenen Gewebeanteile im
Frakturkallus, die eine Beurteilung der Frakturheilungsphasen ermdglichen. Dabei
unterscheidet man hauptsachlich Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe. Wahrend
in der friihen Phase Uberwiegend knorpeliges Gewebe mit einem groBen Kallus-
durchmesser vorliegt, findet man in der spaten Frakturphase Uberwiegend knd-
chernes Gewebe, das bei zunehmender Heilung flir die Stabilitdt des Knochens
verantwortlich ist.

Zur Untersuchung des Einflusses von Melatonin auf die Osteoklasten wurden im-
munhistochemische Analysen durchgefiihrt. Anhand der Anzahl TRAP-positiver
Zellen konnte somit die Wirkung auf die Knochenresorption beurteilt werden. Durch
Immunfarbung mit einem monoklonalen Antikérper wurde die Expression des Me-
latoninrezeptors (Mel-1a) im Frakturkallus nachgewiesen. Weiterhin wurde mittels
Western Blot-Analyse die Proteinexpression von OPG, RANKL, Kollagen | und
PCNA bestimmt. Die verwendeten Untersuchungsmethoden sind standardisierte
Verfahren.

Die gewahlte tagliche Dosis an Melatonin betragt 50 mg/kg Kérpergewicht. Ubliche
Dosen beim Menschen liegen zwischen 0,01 mg/kg bei Anwendungen als Schlaf-
mittel und 1 mg/kg zur Regulierung der Ostrogenproduktion [58]. Die hdhere Dosis
wurde gewahlt, da in anderen Studien gezeigt werden konnte, dass durch die Ga-
be vergleichbarer Dosen die Knochendichte [56] sowie der Anteil an Kkortikalen
Knochen [107] erhéht war.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorgelegten Arbeit wurde die Wirkung von Melatonin auf die Frakturheilung
untersucht. Die Ergebnisse konnten zeigen, dass Melatonin den Frakturheilungs-
prozess mafgeblich beeinflusst, was sich in einer signifikant erniedrigten Biege-
steifigkeit nach Gabe von Melatonin im Vergleich zur Kontrolle zeigte. Dies ist wahr-
scheinlich dadurch bedingt, dass Melatonin durch Hemmung der Expression von
RANKL die Osteoklastenaktivitdt und damit die Knochenresorption inhibiert.

Eine Vielzahl von Studien konnte jedoch zeigen, dass Melatonin einen positiven
Effekt auf die Knochenregeneration hat. So haben Munoz et al.[73] nachgewiesen,
dass die topische Anwendung von Melatonin und Wachtumshormonen die Os-
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teointegration von Zahnimplantaten beschleunigt. Auch Calvo-Guirado et al [17]
konnten eine signifikante Zunahme der Knochennbildung und Knochendichte bei
lokaler Anwendung von Melatonin bei Zahnimplantaten an Hunden nachweisen.
Die Autoren postulieren daher, dass Melatonin in der Lage ist, die Osseointegration
zu verbessern. Zudem konnte eine aktuelle Studie zeigen [95], dass die Gabe von
Melatonin in Knochendefekte der Tibia bei Kaninchen nicht nur zu einer besseren
Heilung fuhrt, sondern auch die GefaBdichte im neugebildeten Knochen erhdéht.

Die Fahigkeit von Melatonin, die Reifung von Osteoblasten zu beschleunigen, wur-
de als erstes in Préosteoblasten der Maus nachgewiesen. Dort flhrten niedrige
Konzentrationen von Melatonin zu einer Erhéhung des mRNA- Niveaus von osteo-
genen Wachstumsfaktoren, die in Osteoblasten exprimiert werden wie die alkali-
sche Phosphatase, Osteopontin und Osteokalzin [102].

Des Weiteren haben Satomura et al. [107] gezeigt, dass Melatonin die Bildung
der mineralisierten Matrix stimuliert. Sie konnten nachweisen, dass die alkalische
Phosphatase-Aktivitat von humanen Osteoblasten in vitro nach Gabe von Melato-
nin gesteigert war. AuBerdem war die Genexpression von Typ-I-Kollagen, Osteo-
pontin, Bone Sialoprotein (BSP) und Osteokalzin deutlich erhéht. Weiterhin konn-
ten sie zeigen, dass humane Osteoblasten von jingeren Individuen eine hdhere
Expression von Mel-1a-Rezeptoren haben als die von alteren Individuen. Dartber
hinaus war nach intraperitonealer Gabe von Melatonin bei Mausen das Volumen
von neu gebildetem kortikalem Knochen im Bereich des Femur erhéht. Die Autoren
postulieren daher, dass Melatonin zur Verbesserung der Knochenregeneration im
Rahmen der Frakturheilung therapeutisch eingesetzt werden kénnte [107]. In einer
anderen Studie ergaben sich in vitro ahnliche Ergebnisse. So flihrte die Gabe von
Melatonin zu einer verstarkten Osteoblasten-Differenzierung und Mineralisierung
in prédosteoblastischen MC3T3-E1-Zellen. Zudem wurde eine erhdhte Expression
von Osteogenese-Markern wie Osteokalzin, BMP-2 (Bone Morphometric Prote-
in) und BMP-4 beobachtet [89]. In der hier vorgelegten Arbeit konnte zum ersten
Mal gezeigt werden, dass Osteoblasten in vivo innerhalb des Frakturkallus zur Ex-
pression von Melatonin-Rezeptoren in der Lage sind. Dies bestarkt die Rolle von
Melatonin im Rahmen der Knochenregeneration.

Andere Studien haben untersucht, inwieweit Melatonin als freier Radikalfanger [99]
die Frakturheilung beeinflusst. Bei der Knochenresorption wird durch Osteoklasten
eine hohe Konzentration an Hyperoxid-Anionen erzeugt, die zum Abbauprozess
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beitragen. Halici et al. [37] haben bei Melatonin-Behandlung von Ratten eine ver-
minderte Konzentration von Plasma Malondialdehyd und eine Verringerung der
Aktvitat von Superoxiddismutase und Myeloperoxidase in verschiedenen Phasen
der Frakturheilung beobachtet, wobei die Heilung unter Melatonin-Behandlung be-
schleunigt war. Zu beachten ist dabei, dass die Melatonindosis bei Halici et al. mit
30 mg/kg/Tag deutlich geringer war als die Dosis von 50 mg/kg/Tag, die in dieser
Arbeit gegeben wurde.

Eine Vielzahl von Studien untersucht zudem die Rolle von Melatonin bei der Os-
teoporose [105]. So wird zum Beispiel eine deutliche Abnahme der Melatonin-
Sekretion wahrend der Menopause [104] als wichtiger Faktor in der Entstehung
der Osteoporose angesehen. Dies bestatigt sich auch in einer Studie an Ratten
[115]. Dazu erhielten ovarektomierte Ratten taglich 10 mg/kg bzw. 30 mg/kg Me-
latonin. Die trabekulare Knochendicke und Knochenfldche in den Wirbelkérpern
sowie der kortikale Knochen des Femur waren nach Ovarektomie primar deutlich
vermindert. Nach der taglichen Behandlung mit Melatonin konnten die Autoren ei-
ne Zunahme der Knochenbildung verzeichnen [115].

In einer anderen Studie wurden Frauen im Alter von 52 bis 60 Jahren untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass bei adipdsen Frauen der nachtliche Melatoninspie-
gel gegentber dem Melatoninspiegel am Tag nicht so stark differierte wie in einer
normalgewichtigen Kontrollgruppe, wahrend der Mittelwert des Melatoninspiegels
bei beiden Gruppen etwa gleich war [82]. Ebenso zeigte der Spiegel verschie-
dener osteogener Marker bei den adipésen Frauen einen geringerenTag-Nacht-
Unterschied als bei der Kontrollgruppe. Die Autoren postulieren, dass eine starke
zirkadiane Variation des Melatonin-Spiegels gewisse vorbeugende Wirkung gegen
den postmenopausalen Knochenverlust hat. In einer weiteren Studie wurde nach-
gewiesen, dass bei perimenopausalen Frauen die nachtliche Gabe von Melatonin
Uber 6 Monate zu einem signifikant verringerten Osteoklasten-zu Osteoblasten-
Verhaltnis fahrte als in der Vergleichsgruppe [55].

Im Gegensatz zu den bereits genannten Ergebnissen anderer Studien konnte in
der hier vorgestellten Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass Melatonin die
Frakturheilung beeintrachtigt. Dies zeigte sich in einer verringerten Biegesteifigkeit
der Knochen in der frihen Phase der Frakturheilung bei Melatonin-behandelten
Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem war die Osteoklastenaktivitat durch
Hemmung der RANKL-Expression vermindert, was sich auch in einer signifikant
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geringeren Anzahl an TRAP-positiven Osteoklasten zeigte.

Vergleichbare Ergebnisse zeigte eine Studie von Koyama et al. [56]. Die Autoren
untersuchten die Knochendichte, Knochenmasse und trabekulare Knochendicke
bei Mausen unter einer taglichen Gabe von 1 mg/kg bzw. 5 mg/kg bzw. 50 mg/kg
Melatonin. Nach vier Wochen waren bei den Tieren mit 5 mg/kg und 50 mg/kg alle
drei Knochenparameter signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei den
Melatonin-behandelten Tieren wurde eine um 76% reduzierte Osteoklastendichte
festgestellt, aber keine signifikante Erhéhung der alkalischen Phosphatase (ALP).
Koyama et al. konnten damit zeigen, dass Melatonin nicht die Knochenbildung be-
einflusst, sondern, vergleichbar mit unseren Ergebnissen, die Knochenresorption
hemmt.

Auch andere Studien konnten nachweisen, dass die Behandlung mit Melatonin
den Remodelingprozess verzégert. Zum Beispiel fihrte die Melatonin-Behandlung
bei Ratten nach Ovarektomie [83] zu einer Abnahme der Knochenresorption. Ursa-
che des verzbégerten Remodelingsprozesses kdnnte sein, dass die Behandlung mit
Melatonin nicht nur die RANKL-Expression signifikant vermindert, sondern auch
die Anzahl der TRAP-positiven Osteoklasten signifikant reduziert.

Weiterhin haben Gerstenfeld et al. [33] nachgewiesen, dass die Inhibition von
RANKL den Remodelingprozess wahrend der Frakturheilung hemmt. Sie unter-
suchten die Wirkung eines RANKL-Inhibitors auf die Frakturheilung bei Mausen.
Sie konnten sowohl 21 als auch 42 Tage postoperativ noch einen erhéhten Anteil
an nicht-resorbiertem Knorpelgewebe nachweisen im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe. Obwohl die Resorption von Knorpel verzdgert war, fanden die Autoren jedoch
eine erhdhte Steifigkeit des Frakturkallus. Der Unterschied zu den hier vorliegen-
den Ergebnissen kénnte daher kommen, dass Gerstenfeld et al. die biomechani-
schen Untersuchungen erst 21 bzw. 42 Tage postoperativ durchflihrten.

Eine andere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zeigen, dass eine verminderte RANKL-
Expression die Frakturheilung beeinflusst. So haben Li et al. [61] in einem Fraktur-
modell der Ratte nach Orchidektomie die Knochendichte gemessen. Sie konnten
nachweisen, dass nach Gabe von OPG (10mg/kg, zweimal wéchentlich subkutan)
die Knochendichte signifikant héher war als in der Kontrollgruppe. Gleichzeitig war
die RANKL-Konzentration signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Die Auto-
ren schlie3en daraus, dass die Gabe von OPG die RANKL-Expression hemmt und
damit dem Knochenabbau nach Orchidektomie entgegenwirkt.
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Bragman et al. konnten in einer Untersuchung an Mausen mit Osteogenesis im-
perfecta zeigen, dass die Inhibierung von RANKL durch RANK-Antikérper oder
durch Alendronat (ALN) die Frakturhaufigkeit signifikant reduziert [6]. Die meta-
physare Knochendichte und die Trabekeldichte waren in beiden Gruppen erhéht.
Im Rahmen der biomechanischen Testungen konnten jedoch keine Unterschiede
zwischen beiden Gruppen ermittelt werden.

Obwohl OPG im Rahmen des RANKL/RANK/OPG Systems als ,Gegenspieler”
von RANKL fungiert, wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von OPG
durch die Behandlung mit Melatonin nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu zeigen
in vitro Studien von Koyama et al. [56], dass die Gabe von Melatonin die Expression
von OPG erhéht. Insgesamt finden sich in der Literatur dazu kontroverse Aussa-
gen. Einige Studien konnten zeigen, dass eine erhéhte OPG-Expression mit einer
verminderten Knochendichte einhergeht [1]. Andere Studien konnten jedoch kei-
nen Zusammenhang nachweisen [1]. Kon et al. [53] untersuchten bei Mausen die
OPG-Expression in der friihen Phase der Frakturheilung und konnten zeigen, dass
die maximale OPG-Expression 24 Stunden postoperativ sowie 7 Tage postoperativ
nachweisbar war. Die RANKL-Expression war hingegen nach 3 und 14 Tagen post-
operativam héchsten. In unserer Studie wurden die Western blot- Untersuchungen
nach 14 Tagen durchgeflhrt, so dass die Ergebnisse nicht uneingeschrankt vergli-
chen werden kénnen.

Der Einfluss von Melatonin auf die Osteoblastogenese wurde in der vorliegenden
Arbeit durch die Bestimmung der Expression von Kollagen | untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die Expression von Kollagen | bei den mit Melatonin behandelten
Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert war. Dies steht im Wi-
derspruch zu verschiedenen in vitro Studien. Nakade et al. [75] konnten nachwei-
sen, dass Melatonin die Typ-I- Kollagen-Synthese in menschlichen Knochenzellen
in vitro stimuliert. Sowohl Roth et al. [102] als auch Nakade et al. [75] berichteten,
dass durch die Gabe von Melatonin die Proliferation, Differenzierung und Knochen-
bildung in vitro erhdht wird. Diese Ergebnisse deuten im Vergleich zu den in dieser
Arbeit erhaltenen Erkenntnissen darauf hin, dass Melatonin in vivo keine osteoge-
ne Wirkung hat. So haben Suzuki et al. [112] ebenfalls gezeigt, dass Melatonin
durch Hemmung der ALP-Aktivitat die Osteoblasten-Aktivitdt hemmt.

Zusammenfassend kann aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit gesagt werden,
dass Melatonin im Mausmodell die Frakturheilung nicht stimuliert. Vielmehr konnte
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gezeigt werden, dass die Behandlung mit Melatonin die Frakturheilung beeintrach-
tigt, was sich in einer signifikant geringeren Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kon-
trolle zeigte. Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass Melatonin durch Hem-
mung der Expression von RANKL die Osteoklastenaktivitdt und damit die Kno-
chenresorption inhibiert.
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Wochen eine vollstandige knécherne Uberbauung (Goldberg-Score =2) . . . . .

Goldberg-Score zur radiologischen Beurteilung der Frakturheilung der Kontroll-
gruppe (weiBBe Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen
und fiinf Wochen postoperativ : 0 = keine knécherne Uberbriickung, 1 = partielle

knécherne Uberbriickung, 2 = komplette knécherne Uberbriickung; Angegeben

sind Mittelwert = SEM . . . . . . . . e e e e e e e e e e e e e

Absolute Biegesteifigkeit der Knochen der Kontrollgruppe (weil3e Balken) und der

Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen postoperativ.

Angegeben sind Mittelwert = SEM; * p<0,05 relativ zur Kontrollgruppe . . . . .

Relative Biegesteifigkeit der Knochen der Kontrollgruppe (weil3e Balken) und der

Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen postoperativ.

Angegeben sind Mittelwert + SEM; * p<0,05 relativ zur Kontrollgruppe . . . . .

Histomorphometrische Analyse der Gesamt-Kallusfldche (CAr) im Verhéltnis zum
Durchmesser des Femur (BDm) in mm der Tiere der Kontrollgruppe (weil3e Bal-
ken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und fiinf Wochen

postoperativ. Angegeben sind Mittelwert = SEM; * p<0,05 relativ zur Kontrollgrup-

PE e e e e e e e e e e e e e e e
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5.6

5.7

5.8

5.9

Gewebezusammensetzung des Frakturspaltes der Tiere der Kontrollgruppe (wei-
Be Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei Wochen und finf
Wochen postoperativ. Beide Cortices wurden folgendermal3en bewertet: 0 Punk-
te: bindegewebige Uberbriickung, 1 Punkt: knorpelige Uberbriickung, 2 Punkte:
knécherne Uberbriickung. Es wurde die Summe fiir beide Kortices betrachtet (ma-
ximal 4 Punkte). Angegeben sind Mittelwert+ SEM . . . . . . . . . . . . ..

Anteil an Knochengewebe im Kallus relativ zur Gesamt-Kallusfldche der Tiere der
Kontrollgruppe (weiBe Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei

Wochen und fiinf Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM

Anteil an Bindegewebe im Kallus relativ zur Gesamt-Kallusfldche der Tiere der
Kontrollgruppe (weiBe Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei

Wochen und fiinf Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM

Anteil an Knorpelgewebe im Kallus relativ zur Gesamt-Kallusfldche der Tiere der
Kontrollgruppe (wei3e Balken) und der Melatoningruppe (schwarze Balken) zwei

Wochen und fiinf Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM

5.10 Anzahl der TRAP-postiven Zellen pro HPF (High Power Field ; vgl. Abschnitt 4.2.3)

im Frakturkallus der Tiere der Kontrollgruppe (weiBe Balken) und der Melatonin-
gruppe (schwarze Balken) zwei Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert

+ SEM; * p<0,05 versus der Kontrollgruppe . . . . . . . . . . . . . . .. ..

5.11 Immunhistochemische Farbung TRAP-positiver Zellen (A), sowie Mel 1aR Ex-

pression (B) innerhalb des Frakturkallus zwei Wochen postoperativ . . . . . . .

5.12 Western Blot Analyse von OPG, RANKL, Kollagen | und PCNA im Kallusgewebe.

[B-Aktin dient der densitometrischen Normierung . . . . . . . . . . . . . ..

5.13 Western Blot Analyse von OPG, RANKL, Kollagen | und PCNA im Kallusgewebe

der Tiere der Kontrollgruppe (weiBe Balken) und der Melatoningruppe (schwarze
Balken) zwei Wochen postoperativ. Angegeben sind Mittelwert + SEM ; * p<0,05

versus der Kontrollgruppe . . . . . . . . . . L o e e e e e
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