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1 Zusammenfassung / Abstract

Einfluss von Pantoprazol auf die Frakturheilung im

Mausmodell

Protonenpumpeninhibitoren, wie Pantoprazol, zahlen zu den am meist verordneten
Medikamenten weltweit. Sie werden vor allem zur Behandlung der gastroosophagealen
Refluxkrankheit und zur Prophylaxe von nichtsteroidalen Antirheumatika induzierten
Ulcera eingesetzt. In den vergangen Jahren konnten verschiedene Arbeiten zeigen,
dass die Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren das Frakturrisiko erhoht. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Protonenpumpeninhibitoren durch Hemmung der
H*-ATPase der Osteoklasten, die Knochenresorption vermindern. Bisher gibt es keine
Studien dazu, inwieweit die Einnahme von Protonenpumpeninhibitoren den Frakturhei-
lungsprozess beeinflusst. Ziel dieser Studie war es daher, den Einfluss von Pantoprazol

auf die Frakturheilung im Mausmodell zu untersuchen.

Die Frakturheilung wurde in einem standardisierten, geschlossenen Femurfrakturmodell
der Maus untersucht. Als Versuchstiere wurden 12 bis 14 Wochen alte CD-1 Mause
(n=48) verwendet. Nach Frakturierung des jeweils rechten Femurs und Stabilisierung
mittels intramedullarer Zugschraube wurde den Versuchstieren taglich 100 mg/kg Koér-
pergewicht Pantoprazol (n=24) intraperitoneal verabreicht. Die Kontrolltiere (n=24)
erhielten eine adquivalente Menge isotoner Kochsalzlosung. Zwei beziehungsweise fiinf

Wochen nach operativer Versorgung und Behandlung mit Pantoprazol oder einer
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aquivalenten Dosis isotoner Kochsalzlosung wurden die Tiere nach vorheriger Narkoti-
sierung durch Genickbruch getotet. AnschlieBend wurden sowohl das verheilte Femur
als auch das kontralaterale, gesunde Femur fiir weitere radiologische, biomechanische,

histologische sowie proteinbiochemische Analysen freiprapariert und entnommen.

Zur Beurteilung der knochernen Uberbauung des Frakturspaltes wurden Réntgenbilder
angefertigt. Die radiologische Auswertung erfolgte dann mittels Goldberg-Score. Eine
ausbleibende knécherne Uberbauung wurde mit 0 Punkten bewertet, eine partielle
knocherne Uberbauung mit 1 Punkt. 2 Punkte wurde fiir eine vollstindige knécherne

Uberbriickung des Frakturspaltes vergeben.

Die Stabilitdt des Frakturkallus wurde nach Entfernung der Implantate biomechanisch
mittels 3-Punkt-Biege-Testung untersucht. Dazu wurde zerstorungsfrei die Biegestei-
figkeit anhand eines Kraft-Weg-Diagramms des verheilten Knochens sowie die des
kontralateralen, gesunden Knochens als interne Kontrolle ermittelt. Aus diesem Grund
wurden zusatzlich alle Werte des verheilten Knochens in Relation zum kontralateralen,
gesunden Knochen angegeben. Die Biegesteifigkeit wurde im Bereich des linearen

Anteils des Kraft-Weg-Diagramms bestimmt.

Zur histologischen Auswertung wurden 5 ym dicke sagittale, longitudinale Schnittpré-
parate nach der trichromen Masson-Goldner-Methode gefiarbt. Es wurde der Kallus-
durchmesser sowie die Kallusflache in Relation zum Femurdurchmesser in Hohe des
Frakturspaltes bestimmt. Des Weiteren wurde der relative Anteil an Knochen, Knorpel
und Bindegewebe in Bezug zur Gesamtfliche des periostalen Kallus ermittelt. Zur
quantitativen Analyse der Osteoklastenzahl wurde zusétzlich eine tartrate-resistant
acid phosphatase Farbung durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die tartrate-resistant

acid phosphatase positiven Zellen im Kallus bestimmt.

Zur proteinbiochemischen Untersuchung des Kallusgewebes wurden Western Blot
Analysen durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Knochenbildung und Aktivitiat der Os-
teoblasten wurden verschiedene osteogene Marker wie bone morphogenetic protein-2,

bone morphogenetic protein-4 sowie cystein-rich protein 61 bestimmt. Zur Beurteilung
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der Knochenresorption wurde die Expression von Receptor Activator of NF-xB Ligand
und Osteoprotegerin bestimmt. Zuséatzlich wurde anhand der proliferating cell nuclear

antigen-Expression die Zellproliferation beurteilt.

Nach Analyse der radiologischen, biomechanischen, histomorphometrischen und prote-

inbiochemischen Untersuchungen zeigten sich folgende Ergebnisse:

1. Sowohl 2 Wochen als auch 5 Wochen postoperativ konnte bei den mit Panto-
prazol behandelten Tieren ein geringerer Goldberg-Score ermittelt werden. Die

Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

2. Bereits 2 Wochen postoperativ war die Biegesteifigkeit nach Gabe von Panto-
prazol geringer. 5 Wochen postoperativ zeigte sich eine signifikant verminderte
Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies spricht fiir eine verminderte
Kallusqualitdt nach Behandlung mit Pantoprazol.

Die Behandlung mit Pantoprazol hatte jedoch keinen Einfluss auf den gesunden
Knochen. Sowohl nach 2 Wochen als auch nach 5 Wochen unterschied sich die

Biegesteifigkeit des gesunden Knochens in beiden Gruppen nicht signifikant.

3. Das Verhéltnis der periostalen Kallusfliche und des Kallusdurchmessers in Relati-
on zum Femurdurchmesser war in beiden Gruppen sowohl 2 Wochen postoperativ
als auch 5 Wochen postoperativ vergleichbar. Zudem unterschied sich der Anteil
an Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe im Frakturkallus nach zweiwo6chiger
Frakturheilung in beiden Gruppen nicht signifikant. 5 Wochen postoperativ war
jedoch bei den Tieren, die mit Pantoprazol behandelten wurden, der Knochenan-
teil signifikant geringer und der Knorpel- und Bindegewebsanteil entsprechend
signifikant erhoht. Die Anzahl der tartrate-resistant acid phosphatase positiven
Zellen im Frakturkallus 2 Wochen postoperativ war in beiden Gruppen vergleich-
bar, jedoch waren in der Kontrollgruppe die Mehrzahl im knéchernen Kallusanteil
nachweisbar, wahrend in der Pantoprazolgruppe diese vor allem im knorpeligen
Anteil zu finden waren. 5 Wochen postoperativ waren in der Pantoprazol-Gruppe
nur noch wenige Osteoklasten im Knochengewebe nachweisbar. In der Kontroll-

gruppe fanden sich keine mehr.



1 Zusammenfassung / Abstract

4. Die Behandlung mit Pantoprazol fiihrte zu einer signifikant verminderten Expressi-
on der osteogenen Marker bone morphogenetic protein-2 und bone morphogenetic
protein-4 sowie einer deutlich verminderten Expression des osteogenen Markers
cystein-rich protein 61. Des Weiteren zeigte sich eine signifikant verminderte
Expression des Proliferationsmarkers proliferating cell nuclear antigen. Receptor
Activator of NF-xB Ligand, ein Marker der Osteoklastenaktivitat, war ebenfalls si-
gnifikant erniedrigt. Die Expression von Osteoprotegerin war entsprechend erhéht.
Damit war das Verhéltnis von Osteoprotegerin/Receptor Activator of NF-xB

Ligand zu Gunsten des Osteoklasteninhibitors Osteoprotegerin verschoben.

Zusammenfassend konnte in der hier vorgestellten Studie gezeigt werden, dass die
Behandlung mit Pantoprazol durch Hemmung der Knochenbildung und der Knochenre-

sorption den Remodelingprozess verzogert und damit die Frakturheilung beeintrachtigt.

Influence of Pantoprazole of fracture healing in mice

Acid-suppression medications such as proton pump inhibitors are among the most
widely prescribed medications worldwide. Proton pump inhibitors are commonly
used drugs for the therapy of reflux esophagitis, peptic ulcers and other acid-related
gastrointestinal disorders. In addition, proton pump inhibitors are used in combination
with an analgetic therapy, first of all with nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Recent
studies have now reported potential adverse consequences of chronic acid suppression,
including an increased risk for bone fractures. In vitro and human data suggest that
proton pump inhibitors decrease bone resorption by inhibiting osteoclastic vacuolar
H*-ATPase. There is a complete lack of information on whether proton pump inhibitors
influence the process of bone healing and regeneration. Therefore, we herein studied
the effects of pantoprazole on fracture healing in a standardized femur fracture model

in mice.

Bone healing was studied in a murine closed femur fracture model. For the present study

12- to 14-weeks old animals (n=48) were used. After fracture and stabilization of the
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right femora with an intramedullary screw, 24 mice were treated daily intraperitoneal
with 100 mg/kg body weight pantoprazole Another 24 vehicle (saline)-treated mice
served as controls. At the end of the 2 and 5 weeks observation period the animals
were reanesthetized and sacrificed by cervical dislocation. For further analysis, the

healed femur and the contralateral femur were resected and freed from soft tissue.

For radiological analysis, ventro-dorsal radiographs of the healed femora were perfor-
med. Fracture healing was analyzed according to the classification of Goldberg with
stage 0 indicating radiological non-union, stage 1 indicating possible union and stage 2

indicating radiological union.

For biomechanical analysis, the right and the left femora were resected at 2 and 5 weeks.
After removing the implants, callus stiffness was measured with a non-destructive
test using a 3-point bending device. To account for differences in bone stiffness of
the individual animals, the unfractured left femora were also analyzed, serving as
an internal control. All values of the fractured femora are given in percent of the
corresponding unfractured femora and as absolute values. The bending stiffness was

calculated from the linear elastic part of the load-displacement diagram.

For histological analysis, sagittal, longitudinal sections of 5 pm thickness were stained
according to the trichrome method. The callus diameter and the total callus area in
relation to the femoral bone diameter at the fracture gap were analyzed. Furthermore,
the amount of bone tissue an fibrous tissue were measured in relation to the total
callus area. In addition, tartrate-resistant acid phosphatase activity was analyzed in
the callus at 2 weeks after fracture healing. The number of tartrate-resistant acid

phosphatase-positive multinucleated cells (three or more nuclei each cell) were counted.

To analyze protein expression, Western blot analysis of bone morphogenetic protein-2
and bone morphogenetic protein-4 , cysteine-rich protein 61, proliferating cell nuclear

antigen, receptor activator of NF-xB ligand and osteoprotegerin were performed.

The radiological, biomechanical, histomorphometric and Western blot analyses revealed

the following results:
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1. Radiological analyses at 2 and 5 weeks after fracture demonstrated a lower
Goldberg score after pantoprazole treatment compared to controls, however, the

differences did not prove to statistically significant.

2. Biomechanical analysis showed in pantoprazole-treated animals compared to
controls a reduced bending stiffness at 2 weeks after fracture and a significantly
lower bending stiffness at 5 weeks after fracture. This indicates a decreased quality
of the newly formed bone after pantoprazole treatment. Of interest, comparison
of bending stiffness of the non-fractured control femora did not show significant
differences between pantoprazole-treated animals and controls at 2 weeks after
fracture and at 5 weeks after fracture. Therefore, we can conclude that the
5-weeks pantoprazole treatment did not affect bone quality of non-fractured

femora.

3. The analysis of the total callus area in relation to the femur diameter did not show
significant differences between the both groups after 2 and 5 weeks of fracture
healing. After 2 weeks the callus of the both groups showed comparable amounts
of bone, cartilaginous and fibrous tissue. After 5 weeks, however, the amount of
bone tissue was significantly lower and the amount of remnant cartilaginous and
fibrous tissue was significantly higher after pantoprazole treatment. Analysis of
the number of tartrate-resistant acid phosphatase positive osteoclasts in the callus
at 2 weeks after fracture healing could not show a significant difference between
the both groups. In saline-treated controls almost all positively stained cells
were found in the osseous tissue. Only few tartrate-resistant acid phosphatase
positive osteoclasts were found within the cartilaginous tissue. In pantoprazole-
treated animals the amount of positively stained cells within the cartilaginous
tissue was higher when compared to controls. However, the difference did not
prove to be statistically significant. After 5 weeks only few tartrate-resistant acid
phosphatase positive osteoclasts could be found in the osseous tissue of the callus
of pantoprazole-treated animals, and no positively stained cells were found in

the callus of saline-treated controls.
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4. After 2 weeks of fracture healing Western blot analysis of the callus tissue revealed
that pantoprazole reduced the expression of bone formation markers bone mor-
phogenetic protein-2, bone morphogenetic protein-4 and cystein-rich protein 61.
In addition, the expression of proliferating cell nuclear antigen, indicating cell
proliferation, was also significantly reduced after pantoprazole treatment. Of
interest, the expression of osteoprotegerin, an inhibitor of osteoclastogenesis, was
found slightly increased in the callus of pantoprazole-treated animals compared
to controls, while the expression of receptor activator of NF-xB ligand, a stimu-
lator of osteoclastogenesis, was found significantly reduced after pantoprazole
treatment. This indicates a significant increase of the osteoprotegerin/receptor

activator of NF-xB ligand ratio after pantoprazole treatment.

In conclusion, pantoprazole treatment delays fracture repair most probably by affecting
both bone formation and bone remodeling through down-regulation of bone formation

markers and inhibition of osteoclast activity.

10



2 Einleitung

2.1 Knochen

2.1.1 Morphologie

Anhand ihrer Form unterscheidet man lange Knochen (Rohrenknochen), kurze Knochen
(Handwurzelknochen, Fulwurzelknochen), platte Knochen (Schiadeldach, Brustbein,
Schulterblatt, Hiiftbein) und unregelméfiige Knochen (Knochen der Schadelbasis,
Wirbel und Rippen) [98]. Das Femur, das fiir diese Studie verwendet wurde, wird zu
den langen Knochen gezahlt. Diese kann man in verschiedene Bereiche unterteilen. Am
proximalen und distalen Ende befindet sich die Epiphyse, die von hyalinem Knorpel
iiberzogen ist und Teil eines Gelenkes darstellt. Jeweils zur Mitte hin schlie3t sich die
Metaphyse an. Den mittleren, schaftformigen Abschnitt nennt man Diaphyse [98]. Die

Diaphyse des Femurs wurde fiir diese Studie frakturiert.

Makroskopisch besteht der Knochen aus einer dufleren Substantia compacta und einer

inneren Substantia spongiosa [98].

2.1.2 Histologie

Histologisch besteht der Knochen aus Knochenzellen, sogenannten Osteozyten, und der
Interzellularsubstanz. Die Interzellularsubstanz setzt sich aus organischen Bestandteilen

(Kollagenfasern, Glykosaminoglykane, Osteonektin, Osteokalzin) und anorganischen

11
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Bestandteilen (unter anderem Hydroxylapatit) zusammen. Aufgrund der Anordnung
der Knochenzellen und Interzellularsubstanz unterscheidet man Lamellenknochen und
Geflechtknochen. Im Lamellenknochen sind die Kollagenfasern regelmafiig von Lamelle
zu Lamelle in einem unterschiedlichen Steigungswinkel angeordnet. Im Gegensatz dazu
sind im Geflechtknochen die Kollagenfasern der Knochenmatrix in groben Biindeln
ungeordnet ausgerichtet. Geflechtknochen entsteht bei desmaler und enchondraler
Ossifikation sowie nach Knochenbriichen in der frithen Phase der Knochenheilung.
Geflechtknochen enthélt relativ viele knochenbildende Osteoblasten, ist gut durchblutet
und weniger mineralisiert als Lamellenknochen. Im Rahmen der Frakturheilung wird

der Geflechtknochen in Lamellenknochen umgebaut [143].

Um einen zentralen, langsverlaufenden Kanal, auch Zentralkanal oder Havers-Kanal
genannt, ordnen sich beim menschlichen Knochen 4 bis 20 Komplexe aus Osteonla-
mellen konzentrisch an und bilden somit die Osteone, die auch als Havers-System
bezeichnet werden. Diese haben einen Durchmesser von etwa 300 um und eine Lange
von durchschnittlich 0,5 bis 1 cm. In dem Zentralkanal verlaufen Blutgefafle, vegetative
Nerven, lockeres Bindegewebe und Zellen des Endosts. Der Durchmesser dieser Kanéle
variiert zwischen 20 bis 100 ym. Die Blutgefédfle der einzelnen Havers-Kanéle stehen
iiber Volkmann-Kanéle miteinander in Verbindung. Schaltlamellen, die Reste von

Osteonen darstellen, fiillen den Raum zwischen den einzelnen Osteonen auf [143].

Verglichen mit dem menschlichen Knochen ist der Knochen der Maus relativ primitiv
aufgebaut. Anstelle von Havers-Kanélen besitzt die Maus Resorptionskanéle, von denen

die Knochenheilung mit Hilfe von Osteoblasten ausgeht [118].

Nach auflen hin wird die Substantia compacta vom Periost bedeckt. Ausnahme sind die
mit Gelenkknorpel iiberzogenen Bereiche. Das Periost ist wiederum aus zwei Schichten
aufgebaut. Zum einen beinhaltet es das Stratum osteogenicum, die knochenbildende
Schicht, die auch Kambiumschicht genannt wird. In dieser Schicht sind beim jugendli-
chen Knochen viele Osteoblasten zu finden, beim erwachsenen Knochen sind diese nur
noch vereinzelt vorhanden. Jedoch besteht die Moglichkeit, dass die Vorlauferzellen bei

Bedarf, zum Beispiel im Rahmen der Frakturheilung, zu Osteoblasten umgewandelt

12
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werden. Das Stratum fibrosum, das dem Stratum osteogenicum aufliegt, wird auch
Faserschicht genannt, da es aus einem Geflecht zugfester Fasern, sogenannten Sharpey-

Fasern, besteht. Es dient der Befestigung von Muskeln, Sehnen und Béndern [98].

2.1.3 Funktion

Der Knochen hat verschiedene Aufgaben. Zum einen verrichtet er eine Stiitz- und
Strukturfunktion. Er dient aber auch als Kalziumspeicher und nimmt an verschiedenen

Stoffwechselprozessen teil.

Als Modeling wird die Féahigkeit des Knochens beschrieben, sich an bestimmte mecha-
nische Belastungen durch spezifische Formveranderungen anzupassen. Dieser Vorgang
lauft vor allem wahrend der Wachstumsphase ab. Als Remodeling wird die Kombi-
nation zwischen Knochenresorption durch Osteoklasten und Knochenaufbau durch
Osteoblasten bezeichnet. Der Prozess des Remodelings findet fortlaufend statt und
zeigt, dass der Knochen sich permanent an die wechselnden Bedingungen anpasst [124].
Dieses Zusammenspiel wird von verschiedenen Zellen aus dem Endost, Periost und

dem Havers-System beeinflusst [122].

2.2 Frakturheilung

Die Frakturheilung ist nach Zucman [181] ein physiologischer Prozess, der von verschie-
denen Faktoren beeinflusst wird und mit der Neubildung von Knochengewebe endet.
Fiir eine erfolgreiche Frakturheilung miissen folgende Voraussetzungen erfiillt werden:
eine ausreichende Ruhigstellung, ein ausreichender Knochenkontakt der Fragmente

sowie eine addquate Vaskularisierung [133].

Die Frakturheilung hingt des Weiteren von verschiedenen Einflussfaktoren wie Alter,

Lokalisation und Schweregrad der Fraktur sowie Knochenstruktur ab. Zudem kénnen

13



2 FEinleitung

auch medikamentose Wechselwirkungen sowie das Operationsverfahren die Frakturhei-
lung beeinflussen. Man unterscheidet zwei Arten der Knochenheilung: die primére und

die sekunddre Knochenheilung [133].

2.2.1 Primare Frakturheilung

Bei der priméaren Frakturheilung, die erstmals 1909 durch Lane [93] beschrieben wurde,
wachsen beide Fragmente ohne eine duflere Kallusbildung wieder zusammen. Dies kann
nur vonstattengehen, wenn eine mechanische Frakturstabilitdat und eine ausreichende
Vaskularisierung vorhanden sind. Aufgrund der genannten Voraussetzungen kommt
es eigentlich nur bei einer optimalen anatomischen Frakturreposition und einer an-
schlieBenden operativen Versorgung mittels stabiler Osteosynthese zu einer priméren
Frakturheilung. Man unterscheidet abhéngig von der absoluten Grofie des Frakturspalts
die Spaltheilung (Frakturspalt groBer als 0,2 mm) und die Kontaktheilung (Frakturspalt

kleiner als 0,2 mm).

Laut Riiter et al. [136] wird bei der Spaltheilung innerhalb der ersten 3 bis 4 Wo-
chen nach Frakturentstehung der Frakturspalt mit Geflechtknochen aufgefiillt und im

Anschluss zu Lamellenknochen umgebaut.

Riiter et al. [136] sagen zudem, dass im Rahmen der Kontaktheilung die Knochenrege-
neration durch longitudinal einwachsende Osteone ablauft. Osteoklasten hohlen in der
Kortikalis des gegeniiberliegenden Fragments einen Resorptionskanal aus, der durch den
gebildeten Lamellenknochen wieder aufgefiillt wird. So werden die Knochenfragemente
direkt miteinander verbunden. Bis die priméare Knochenheilung komplett abgeschlossen

ist, vergehen 1,5 bis 2 Jahre [122].

2.2.2 Sekundare Frakturheilung

Die meisten Frakturen heilen nach dem Prinzip der sekundéaren Frakturheilung, da

meist keine komplette anatomische Reposition erreicht werden kann. Die Frakturheilung

14
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l4uft dabei in verschiedenen, sich iiberlappenden Phasen ab [44]:

o Frakturphase mit Hamatombildung
o Entziindungsphase

» Angiogenese und Chondrogenese

e Chondrale und desmale Ossifikation

« Phase des Umbaus (Modeling und Remodeling)

Nach Riiter et al. [136] wird in der Frakturphase nach Verletzung der Knochenkonti-
nuitat meist das umliegende Weichteilgewebe mitgeschadigt, so dass ein Haimatom im

Frakturbereich entsteht.

Im Rahmen der Entziindungsphase erfolgt eine iiberschieende Kapillaraussprossung
sowie eine Kaskade der Proliferation, Migration und Differenzierung von tiberwiegend
pluripotenten Stammzellen als Vorlaufer der Osteoblasten, polymorphkernigen neu-
trophilen Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen [130, 136]. Die Aufgaben der
Mastzellen in diesem Zusammenhang sind noch nicht endgiiltig geklart. Man glaubt
jedoch, dass sie Heparin und heparindhnliche Substanzen ausschiitten und so die lo-
kale Vaskularisierung und Zellmigration beeinflussen. Auflerdem beschreiben einige
Studien, dass die Mastzellen, die aus dem hédmatopoetischen System hervorgehen, als

Vorlduferzellen der Osteoklasten betrachtet werden kénnen [19, 130, 136, 162].

Auf die bis zu 4 Wochen andauernde Entziindungsphase folgt die Granulationsphase,
die von lokal wirksamen Wachstumsfaktoren gesteuert wird. Ebenso sind an der Heilung
der Kalzium-, Parathormon- und Vitamin-D-Stoffwechsel beteiligt. Das Hamatom wird
durch Granulationsgewebe aus Lymphozyten, zahlreichen Kapillaren und Fibroblasten,
die zusammen mit Osteoblasten Kollagen Typ I bilden, ersetzt. Neben den Fibroblasten
liegen innerhalb von Kollagenfibrillen Mineraldepots. Zwischen den Knochenfragmenten
wird durch Granulationsgewebsbriicken der weiche Kallus von peripher beginnend ge-
bildet. Zu dieser Zeit setzt auch der von Matrixproteinen gesteuerte Abbau der avitalen

Fragmente durch Osteoklasten ein. Subperiostal beginnt die desmale Ossifikation, eine
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direkte Knochenneubildung durch Osteoblasten. Fiir die folgende Knorpelentstehung

bilden sich zusitzlich Chondroblasten aus mesenchymalen Vorlauferzellen [130, 136].

Gleichzeitig wird der Frakturspalt als medullarer Kallus mit einem aus dem Markraum
in das Frakturhdmatom eingewandertem Blastem gefiillt. Nach Riiter et al. [136]
und Raschke et al. [130] sind beim Menschen die Fragmente durch Bindegewebe und

Knorpel nach etwa 3 bis 8 Wochen weich miteinander verbunden.

Die Granulationsphase geht langsam durch eine zunehmende Mineralisation der Grund-
substanz in die Phase der Kallushartung iiber. Das benotigte Kalzium stammt aus
Mitochondrien hypertrophierter Chondrozyten. Es entsteht durch enchondrale Ossi-
fikation Geflechtknochen, der im Vergleich zu reifem Lamellenknochen nicht entlang
mechanischer Belastungslinien verlauft, sondern entlang neuer Kapillaraste. Gleichzei-
tig proliferieren frakturspaltfern Osteoblasten, so dass sich Geflechtknochen zwischen

der Diaphysenoberflache und dem Periost ablagert [136].

Weiterhin wird wihrend des sogenannten Remodelings iiberschiissiges Gewebe abgebaut
und der entstandene Geflechtknochen entsprechend seiner mechanischen Belastung in
lamelldren Knochen umgewandelt und damit die normale Knochenstruktur und der

urspriingliche Markraum wiederhergestellt [7, 130, 136].

2.3 Wachstumsfaktoren

Der Knochenaufbau und Knochenabbau wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren

reguliert.

2.3.1 Bone Morphogenetic Protein (BMP)

Die BMPs wurden 1965 von Urist [168] erstmalig beschrieben. BMPs sind Mitglieder der

Transforming Growth Factor-$ Superfamilie und nehmen eine Schliisselrolle im Rahmen
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der Frakturheilung ein. So konnte zum Beispiel die osteoinduktive Wirkung von BMP-2
bereits in verschiedenen tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden [27, 46].
Mittlerweile ist die Gabe von BMPs ein fester Bestandteil der Pseudarthrosebehandlung
beim Menschen [57, 131].

2.3.2 Cystein-rich Protein 61 (CYR 61)

CYR 61, das erstmalig 1990 von O’Brien et al. [120] in Méausefibroblasten entdeckt
wurde, wird der Gruppe der Frithe-Phase-Proteine zugeordnet. Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass CYR 61 im Frakturkallus exprimiert wird und die Osteoblasten-
proliferation und -differenzierung stimuliert. Die Exprimierung von CYR 61 korreliert
mit der Phase der Chondrogenese und spielt somit eine wichtige Rolle wahrend der

enchondralen Ossifikation [72].

2.3.3 Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)

RANKL wurde 1997 entdeckt und ist Mitglied der Familie der Tumornekrosefaktoren [3].
Mit Hilfe von RANKL kann tiber Receptor Activator of NF-xB (RANK), den Rezeptor

von RANKL, die Knochenresorption iiber Osteoklasten reguliert werden.

2.3.4 Osteoprotegerin (OPG)

OPG wurde ebenfalls 1997 erstmalig beschrieben und ist der Rezeptorantagonist von
RANKL [153]. Ebenfalls der Familie der Tumornekrosefaktoren zugehorig kann es der
Entstehung von Osteoklasten durch Hemmung der Differenzierung der Vorlauferzellen

entgegenwirken und die Aktivitdt der Osteoklasten hemmen [179].
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2.4 Frakturmodelle

In den letzten Jahren wurde die Knochenbruchheilung mit Hilfe von klinischen Studien
und in vitro Studien vielseitig untersucht. Die Knochenheilung stellt jedoch einen
komplexen biologischen Prozess dar, der die Interaktion zahlreicher knochenfremder
Gewebetypen wie etwa des den Knochen umgebenden Weichteilgewebes, des Periosts,
des Gefalsystems oder des Immunsystems erfordert. Aufgrund des komplizierten
Zusammenspiels der verschiedenen Vorgiange der Frakturheilung und der schlechten
Reproduzierbarkeit des osséren “micro-environments” sind in vitro Untersuchungen
nicht aussagekraftig. Daher sind Tierversuche eine unabdingbare Voraussetzung fiir

die Untersuchung der Frakturheilung.

Fiir tierexperimentelle Studien wurden je nach Fragestellung verschiedene Spezies
unterschiedlichster Grofle und Anatomie verwendet. Urspriinglich wurden fast nur
Grof3tiermodelle, vor allem Schafe und Hunde, zur Untersuchung der Frakturheilung
genutzt. Seit einiger Zeit werden jedoch vermehrt Kleintiermodelle verwendet, ins-
besondere Mausmodelle, da fiir die Maus ein grofles Spektrum an transgenen und
Knockout-Stdmmen zur Verfiigung steht und somit die Moglichkeit gegeben ist, vor

allem molekularbiologische Prozesse wahrend der Frakturheilung zu untersuchen.

2.4.1 GroBtiermodelle

2.4.1.1 Schaf

Da die Anatomie der Schafe sehr gut mit dem Menschen vergleichbar ist, wurden
vor allem fiir die Entwicklung und Testung neuer Human-Implantate diese Modelle
verwendet [25, 89]. Die Association for the Study of Internal Fixation untersuchte die
Frakturheilung am Schaf mittels Plattenosteosynthese und Schraubenstabilisierung [119,
125, 142]. Ebenso wurden Schafe zur Untersuchung der intramedulldren Marknagelung

verwendet [140, 141, 156]. Die Mechanismen der primaren Knochenheilung wurden fiir
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das Schaf bereits detailiert beschrieben [142]. Aufgrund der hohen Kosten fiir Zucht und

Tierhaltung ist die Verwendung von Schafen als Versuchstiere jedoch limitiert [118].

2.4.1.2 Hund

Die Frakturheilung am Hund ist fiir die Veterindrmedizin von groffer Bedeutung, so dass
in tierexperimentellen Publikationen viele Informationen tiber die biologischen Heilungs-
ablaufe von Frakturen am Hund zu finden sind [86, 117]. Der Hund ist wahrscheinlich
das meist genutzte Modell, wenn es um die Untersuchung der Knochenbruchheilung mit
Hilfe von internen oder externen Stabilisierungstechniken geht. Ebenso wurden Fraktur-
modelle ohne interne Stabilisierung als auch Modelle mit verzogerter und ausbleibender

Frakturheilung entwickelt [13, 24, 37, 38, 43, 54, 65, 94, 95, 112, 126, 134, 174].

2.4.2 Kleintiermodelle

2.4.2.1 Kaninchen

Das Kaninchen ist ebenfalls ein geeignetes Modell zur Untersuchung der Frakturhei-
lung [9, 154, 157]. Durch seine Grofle konnen biomechanische Analysen wesentlich
einfacher als bei Méausen oder Ratten durchgefiihrt werden. So lassen sich Fixateure,
Platten, Schrauben oder Verriegelungsnégel ohne grofien technischen Aufwand her-
stellen und auch implantieren [20, 36, 39, 87, 163]. Die Kosten fir die systemische
Applikation teurer Substanzen sowie die Kosten fiir Anschaffung und Haltung der

Tiere sind im Vergleich zu Grofitiermodellen geringer [33].

2.4.2.2 Ratte

Die Ratte wird im Gegensatz zur Maus schon seit langerer Zeit als Frakturmodell
verwendet. Zur Untersuchung der Frakturheilung wurden Tibia [2], Femur [66, 169],
Schédel [164], Metatarsale [41], Radius [10] und Ulna [1] eingesetzt. Da die Ratte grofer
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als die Maus ist, ist die operative Versorgung aber auch die biomechanische Knochentes-
tung vereinfacht. Studien mit einer grofien Anzahl von Tieren sind kostengiinstiger im
Vergleich zu GroBtiermodellen [118]. Die von Bonnarens und Einhorn [16] verwandten
instabilen Pin-Osteosynthesen wurden in den vergangen Jahren vermehrt durch rota-
tionsstabile Verfahren wie die Verriegelungsmarknagelung, die Plattenosteosynthese

oder die Osteosynthese mittels Fixateur externe abgelost [42, 88, 135, 145, 175, 176].

2.4.2.3 Maus

Die geringen Anschaffungskosten und Haltungskosten der Maus ermoglichen ebenfalls
vergleichbar mit Rattenmodellen grofie Versuchsgruppen. Auch die Anzahl der Publi-
kation mit Frakturmodellen der Maus sind seit dem Jahr 2000 deutlich gestiegen und
entsprechen seit dem Jahr 2010 ungefdhr der Anzahl der Verdffentlichungen der Frak-
turmodelle der Ratte [71]. Entscheidend ist jedoch, dass das Genom der Maus komplett
entschliisselt ist und daher eine grofie Anzahl transgener Stamme und auch spezifische
Antikoérper zur Untersuchung der molekularen Mechanismen der Frakturheilung zur
Verfiigung stehen [132]. Der Nachteil der Maus liegt in der primitiven Knochenstruktur
mit sogenannten Resorptionskanélen anstatt der Havers-Systeme wie beim Menschen,

wobei die Mechanismen sich nicht wesentlich unterscheiden [118].

Bisher wurde die Frakturheilung an der Maus meist an der Rippe, der Tibia und dem
Femur untersucht [18, 30, 68, 77, 115, 123, 177]. Untersuchungen an Rippen eignen
sich zwar gut zur Untersuchung der Genexpression, jedoch aufgrund ihrer Anatomie

nicht fiir biomechanische Testungen [83, 177].

Zur Untersuchung der Knochenbruchheilung an langen Rohrenknochen unterscheidet
man bei der Maus grundsétzlich zwischen geschlossenen und offenen Frakturmodel-
len [71]. Bei den geschlossenen Modellen wird die Fraktur mittels stumpfer Guillotine
erzeugt. Bei den offenen Modellen wird iiber einen lateralen Zugang der Knochen

freiprapariert und anschliefend osteotomiert.
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Hiltunen et al. [68] etablierten 1993 erstmals ein geschlossenes Modell an der Tibia und

konnten so einen transversen Frakturverlauf bei minimalen Weichteilschaden erzeugen.

Im Jahr 2004 veréffentlichten Manigrasso und O’Connor [100] ein vergleichbares Modell
fir das Femur, das ebenso wie das Modell von Hiltunen et al. [68] auf das 1984 von
Bonnarens und Einhorn [16] entwickelte Frakturmodell der Ratte zuriickgeht. Das
Femur besitzt im Vergleich zur Tibia einen relativ homogenen Querschnitt, was die
biomechanische Testung vereinfacht. Im Vergleich zur Tibia, die einen diinnen Weich-
teilmantel besitzt, eignet sich das Femur auch zur Untersuchung von Weichteiltraumata.
Manigrasso und O’Connor [100] stabilisierten die Fraktur mittels intramedulldrem Pin
(Abb. 1A), der meist aus einer einfachen Spritzkantile gefertigt wird und geschlossen
eingebracht werden kann. Uber einen kleinen Hautschnitt medial der Patella wird der
Pin tiber die interkondyldre Notch in den Markraum eingefiithrt. Im Vergleich zu den
neuen Implantaten bietet der Pin keine Rotationsstabilitdat, weshalb das Implantat

nicht fiir standardisierte Untersuchungen geeignet ist [69].

Ein offenes Frakturmodell am Femur der Maus wurde 2003 von Cheung et al. [28]
publiziert. Uber einen lateralen longitudinalen Zugang wird der Knochen unter Sicht
nach Anlage eines Fixateur externe osteotomiert. Der Fixateur externe (Abb. 1G)
besteht aus einem Fixateur-Block und vier Schanzschrauben. Die Stabilisierung mittels
Fixateur externe bietet eine hohe Rotationsstabilitit [69]. Im Gegensatz zu den geschlos-
senen Modellen kénnen mit dem Fixateur externe durch die Einstellung verschiedener
Spaltgrofien die pathophysiologischen Mechanismen der Pseudarthrose untersucht wer-
den. Ein grofler Nachteil dieses Implantats liegt jedoch darin, dass der physiologische
Bewegungsablauf des Tieres durch das hohere Implantatgewicht und die exponierte

Lage des Implants beeintréchtigt werden kann [28].

Zur Verbesserung der Rotationsstabilitéat der geschlossenen Frakturmodelle entwickel-
ten Holstein et al. [77] einen Verriegelungsnagel (Abb. 1B). Durch eine beidseitige
Abflachung einer 24 Gauge (G) wurde eine zusatzliche Verankerung im Markraum
erreicht. Ein weiterer Verriegelungsnagel wurde von Garcia et al. [52] beschrieben

(Abb. 1F). Die Verriegelung wird bei diesem Modell iiber quer zum Knochen verlaufen-
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de Pins erreicht, die offen in den Knochen eingebracht werden. Eine zusétzliche axiale

Kompression wird iiber ein Gewinde im proximalen Anteil des Implantats erreicht.

Mit dem Pin-Clip (Abb. 1C) steht ein weiteres offenes Frakturmodell zur Verfii-
gung [52, 53]. Durch die Kombination eines herkommlichen Pins mit einer extramedul-
lar gelegenen Klammer wird eine hohe Rotationsstabilitat erreicht. Ein weiterer Vorteil
dieses Implantats liegt darin, dass die Grofle des Frakturspaltes definiert werden kann,

was die Untersuchung der Pseudarthrose erlaubt.

Bei der intramedullédren Zugschraube (MouseScrew™) (Abb. 1D) wird durch einen
distalen Konus, der sich in der Femurkondyle verankert, und ein proximales Gewin-
de nicht nur eine Rotationsstabilitdt erreichet, sondern auch eine axiale Stabilitat
sichergestellt [79]. Die Schraube wird wie der intramedullare Verriegelungsnagel iiber
einen Fithrungsdraht nach geschlossener Frakturierung in den Markraum des Femurs

eingebracht.

Die winkelstabile Platte (Abb. 1E) wird tiber einen lateralen Zugang mit vier Schrauben
am Knochen fixiert. Durch die spezielle Form der Unterflache liegt diese nicht direkt dem
Knochen an und vermeidet dadurch eine zusatzliche Traumatisierung des Periosts [70,
102]. Die Platte steht als flexibles und rigides Modell zur Verfiigung. Vergleichbar mit
dem neueren Verriegelungsnagel, dem Pin-Clip und dem Fixateur externe kann auch

mit diesem Modell die Defektheilung untersucht werden.

Zur Quantifizierung der Knochenbruchheilung an der Maus wird nach definierten Zeit-
abschnitten der Knochen explantiert, um anschliefend radiologische, biomechanische,

histologische und proteinbiochemische Untersuchungen durchzufithren.
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Abb. 1: Osteosynthesetechniken fiir das Mausfemur: (A) intramedullérer Pin - 24 G Injektionskaniile
(B) intramedullarer Verriegelungsnagel - beidseits abgeflachte 24 G Injektionskaniile (C) Pin-Clip - distal
abgeflachter Pin und extramedullérer Clip (D) MouseScrew™ - intramedullérere Zugschraube mit distal

konusférmigem Kopf und proximalem Gewinde (E) Platte mit Schraube (F) Verriegelungsnagel mit
Verriegelungsbolzen (G) Fixateur externe - Fixationsblock und vier Mini-Schanz Schrauben

2.5 Pantoprazol

Pantoprazol gehort zur Gruppe der Protonenpumpeninhibitoren (PPI) und wurde im
Jahr 1986 von Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik GmbH entwickelt. PPIs gehéren
zu den am meisten verordneten Medikamenten weltweit. Im Jahr 2009 wurden alleine
in Deutschland 1973 Millionen definierte Tagesdosen (DDD) PPIs verabreicht. Im Jahr
2010 waren es bereits 2252,6 Millionen DDD und im Jahr 2011 stieg die Anzahl weiter
auf 2568,4 Millionen DDD [109, 110, 111].
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2.5.1 Struktur

Pantoprazol ist ein substituiertes Benzimidazol. Es tragt den [TUPAC-Namen (RS)-5-
(Difluormethoxy)-2-[(3,4-dimethoxy-2-pyridyl) methylsulfinyl] benzimidazol und besitzt
somit die Summenformel C1gH15F3N304S (Abb. 2). Die Molmasse betragt 383,37 g/mol.
Als Arzneimittel wird es in Form von Pantoprazol-Natrium eingesetzt. Es hat dann
die Summenformel CigH4F2N3NaO,S und eine Molmasse von 405,35 g/mol. Sein
Schmelzpunkt liegt bei circa 139 °C.
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Abb. 2: Struktur des Pantoprazols

F

2.5.2 Wirkmechanismus

Pantoprazol inhibiert die HT /K*-Adenosintriphosphatase (ATPase) in der Membran
der Belegzellen der Magenschleimhaut [48, 80, 91, 137, 138, 151]. Als schwache Basen
akkumulieren PPIs in der sauren Umgebung der Belegzellen und werden dort durch
Umwandlung zu zyklischen Sulfenamiden aktiviert [48, 91] (Abb. 3). Somit sind alle
PPIs sogenannte Prodrugs. Die aus Pantoprazol entstandenen Sulfenamiden binden
an Cystein 813 und Cystein 822 der a-Untereinheit der H* /K*-ATPase [150]. In ihrer
aktiven Form konnen PPIs die Membran nicht mehr durchdringen. So inaktivieren sie
dosisabhéngig durch eine irreversible kovalente Bindung der Cysteinreste die Protonen-
pumpe [139]. Aus diesem Grund ist die Wirkungsdauer von der benétigten Zeit zur
Bildung neuer Protonenpumpen abhéngig. Bei Ratten und wahrscheinlich auch beim
Menschen werden 20 % der Pumpen innerhalb von 24 Stunden erneuert, wobei zu

beachten ist, dass die Synthese der Protonenpumpen nachts hoher ist als am Tag [150].
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Magenlumen

Belegzelle

Abb. 3: Wirkmechanismus der PPls: Die PPIs akkumulieren als schwache Basen in der sauren Umgebung
der Belegzellen des Magens und werden dort zu zyklischen Sulfenamiden umgewandelt und damit aktiviert.
Die Sulfenamiden binden an die H*/K*—ATPase und inaktivieren diese, so dass keine H*-lonen mehr aus
den Belegzellen in das Magenlumen gelangen.

2.5.3 Pharmakokinetik

Pantoprazol wird in der sauren Umgebung des Magens schnell abgebaut. Es kann
in verschiedenen Darreichungsformen verordnet werden: oral als magensaftresistente
Tablette [5] oder zur intravenésen (i.v.) Applikation. Maximale Serumkonzentrationen
werden nach 2 bis 3 Stunden erreicht [64, 81, 158]. Die maximale Serumkonzentration
korreliert linear mit den einmalig verabreichten Pantoprazol-Dosen nach oraler [158]
und i.v.-Gabe [15]. Laut Hartmann et al. [64] und Tanaka et al. [158] gibt es bei
den maximalen Serumkonzentrationen nach einmaliger beziehungsweise mehrmaliger
Gabe keinen signifikanten Unterschied. Pue et al. [129] zufolge weist Pantoprazol eine
Bioverfiigbarkeit von 77 % auf. Die Serumproteinbindung liegt bei ungefahr 98 %, das
Verteilungsvolumen bei 0,15 bis 0,17 1/kg, abhangig von der Hauptlokalisation von

Pantoprazol im extrazellularen Wasser [48, 81, 129].

Die Metabolisierung erfolgt hauptsachlich tiber die Leber, geringe Anteile werden
unverandert renal ausgeschieden [104, 158]. Dabei wird die aktive Form vorzugsweise
tiber das Cytochrom P (CYP) Isoenzym 2C19 in die inaktive Form Hydroxypanto-

prozol umgewandelt [104, 159]. Ungefahr 80 % einer oralen oder i.v.-Dosis werden
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als Pantoprazol-Metaboliten renal ausgeschieden, der Rest iiber die Faeces mittels
bilidrer Sekretion [81]. Laut Studien reicht die Clearance von 0,7 bis 1,3 1/h/g, die
terminale Eliminationshalbwertzeit von 0,9 bis 1,9 Stunden [48, 64, 81, 129, 158]. Dabei
ist zu beachten, dass laut Huber et al. [81] und Bliesath et al. [15] die Halbwertzeit
als auch die Plasmaclearance dosisunabhéngig sind. Bei Menschen mit fehlerhafter
CYP2C19-Funktion ist die Metabolisierung von Pantoprazol verlangsamt, so dass die

Eliminationshalbwertzeit auf 6 bis 9 Stunden ansteigen kann [6, 104, 158, 159].

Die Elimination ist weder bei Niereninsuffizienz noch bei Hamodialyse signifikant
verdndert, so dass keine Dosisanpassungen nétig sind [90]. Bei Patienten mit starker
Leberzirrhose kommt es aufgrund einer langsameren Metabolisierung zu Serumhalb-

wertzeiten von 7 bis 9 Stunden [81].

2.5.4 Indikation und Anwendung

PPIs sind nach Shi und Klotz [149] das Mittel der Wahl zur Therapie der gastrotsopha-
gealen Refluxkrankheit (GERD) und Ulcus duodeni beziehungsweise Ulcus ventriculi,
zur Eradikation von Helicobacter pylori (H. pylori), beim Zollinger-Ellison-Syndrom

sowie zur Prophylaxe von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) induzierter Ulcera.

Nach Vakil et al. [171] ist das Ziel bei der Behandlung der GERD die Beschwerde-
linderung, die Erhaltung der Lebensqualitit, die Heilung der Osophagitis und die
Reduktion des Risikos fiir Komplikationen. Bei der GERD sind PPIs der Goldstandard,
da sie potenter als Ho-Rezeptor-Antagonisten sind [106, 127, 128]. Dabei liegen die

Heilungschancen je nach verabreichter Dosis und Therapielange zwischen 50 % und

90 % [59, 61, 144].

Die Therapie fiir das Ulcus duodeni und Ulcus ventriculi basiert auf zwei Saulen, zum
einen auf der Hemmung der Magenséuresekretion, zum anderen auf der Eradikation
des H. pylori. Der Goldstandard mit Heilungsraten von 80 % bis 90 % zur Eradikation

des H. pylori ist eine Tripletherapie mit einem PPI, Amoxicillin und Clarithromycin
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oder Metronidazol [29, 51, 99]. Jedoch gibt es noch keinen Konsens zur optimalen
Therapieldnge (7, 10 oder 14 Tage), wobei Studien zeigen, dass eine Therapie langer
als 7 Tage wenig Nutzen hat [22, 49, 58, 103].

Beim Zollinger-Ellison Syndrom kommt es durch eine vermehrte Gastrinbildung in Folge
von sogenannten Gastrinomen zu einer erhéhten Magensaureproduktion und somit zu
intestinalen Ulcerationen. Durch die Gabe von PPIs kann die Magensauresekretion

effektiv inhibiert werden [85].

Die Einnahme von NSARs kann zu gastrointestinalen Lésionen fiihren und somit zu
einem erhohten Risiko fiir ernsthafte gastrointestinale Komplikationen. Dabei erhéht
sich das Risiko weiter bei gleichzeitiger Einnahme von NSAR und der Einnahme von
niedrig dosierter Acetylsalicylsdure sowie einer Ulceration oder einer oberen gastroin-
testinalen Blutung in der Anamnese oder einem Alter von mehr als 70 Jahren [8, 92].
Aus diesem Grund sollten begleitend zur NSAR-Therapie PPIs verordnet werden, da
diese zu einer effektiven Sdurehemmung fithren und somit die mit gastrointestinalen

Léasionen verbundende Morbiditdt und Mortalitdt vermindern kénnen [107, 114].

2.5.5 Nebenwirkungen

PPIs sind in aller Regel gut vertraglich. Als haufigste Nebenwirkungen werden in der
Literatur Diarrhoe (1,5 %), Kopfschmerzen (1,3 %), Schwindel (0,7 %) und Pruritus
(0,5 %) beschrieben [48]. Des Weiteren konnten Lewis et al. [96] zeigen, dass eine starke
Hemmung der Sauresekretion zu einer Bakterienbesiedlung des Magens fithrt. Laut
Neal et al. [116] ist die Inzidenz von Campylobacter jejuni Enteritiden durch Inhibition
der Protonenpumpe leicht erhoht. AuBlerdem werden in der Literatur erhohte Transa-
minasen (0,1-1 %), Flatulenz (0,1-1 %), Thrombozytopenien (< 0,01 %), Leukopenien
(< 0,01 %) und Angio6deme (< 0,01 %) beschrieben.
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2.6 Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, inwieweit die Behandlung mit Pantoprazol

die Frakturheilung im Tiermodell beeinflusst.

2.7 Fragestellung

Die Nullhypothese lautet:

“Die Frakturheilung wird durch die Gabe von Pantoprazol nicht beeinflusst”.
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3.1 Methoden

Im Folgenden werden die Methoden, die zur Durchfithrung der Arbeit angewandt

wurden, beschrieben.

3.1.1 Studiendesign

Die Tierversuche mit der Versuch-Nr. 31/2009 wurden von der entsprechenden Behor-
de (Landesamt fiir Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterindrwesen
- Zentralstelle -, Konrad-Zuse-Strafle 11, 66115 Saarbriicken) genehmigt und am In-
stitut fiir klinisch-experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes nach den

Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

Fiir die Studie wurden insgesamt 48 Méuse untersucht. Dazu wurde téglich 24 Tieren
Pantoprazol intraperitoneal (i.p.) und 24 Kontrolltieren eine entsprechende Menge
isotone Natriumchloridlosung i.p. verabreicht. 2 bzw. 5 Wochen nach Frakturierung
und osteosynthetischer Versorgung erfolgte die entsprechende Auswertung durch radio-
logische, biomechanische, histomorphometrische und proteinbiochemische Methoden
(Tab. 1). Zur Reduktion der benotigten Tierzahl wurden die radiologischen, biomechani-

schen und histologischen Untersuchungen jeweils am gleichen Versuchstier durchgefiihrt.
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Pantoprazol Kontrolle
2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen

Radiologie n=38 n=10 n=29 n=10

Biomechanik n=23 n=28 n=7 n=23

Histomorphometrie n=3=8 n=9 n=29 n=>5
Western-Blot n=>5 @ n=>5 @

Tab. 1: Studiendesign. Anzahl der Tiere in den einzelnen Auswertungsgruppen

3.1.2 Tiermodell

Zur Untersuchung des Einflusses von Pantoprazol auf die Frakturheilung wurden
ausgewachsene, 12 bis 14 Wochen alte, CD-1 Mause mit einem mittleren Gewicht
von 34,1 + 0,5 g (Pantoprazol-Gruppe: 33,5 + 0,5 g; Kontrollgruppe: 34,4 + 0,8 g)
verwendet. Die Tierhaltung erfolgte im Institut fiir klinisch-experimentelle Chirurige
der Universitét des Saarlandes unter klimatisierten Raumbedingungen (Lufttemperatur:
22 bis 24 °C, relative Luftfeuchte: 60 %) bei 12-stiindigem Tag-/Nachtrhythmus. Wasser
sowie Standarddidtfutter (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) wurden in
Pelletform ad libidum bereitgestellt.

Zur osteosynthetischen Versorgung wurde eine intramedulldre Zugschraube, die soge-
nannte MouseScrew™ (RISystem AG, Davos, Schweiz), die aus medizinischem Stahl
gefertigt wurde, verwendet (Abb. 4) [79]. Die Schraube (Lénge: 17,2 mm, Durchmes-
ser: 0,5 mm) besitzt einen distalen Konus (Durchmesser: 0,8 mm), der sich in den
Kondylen des distalen Femurs verankert, sowie ein proximales Gewinde (Lange: 4 mm,
Durchmesser: 0,5 mm) mit einer Bohrung zum Einbringen des Fithrungsdrahtes, das

eine Frakturspaltkompression erlaubt.
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Abb. 4: MouseScrew™ - Lange: 17,2 mm, Durchmesser: 0,5 mm, Material: medizinischer Stahl

3.1.3 Operationsverfahren

Die Versuche wurden in den Rédumlichkeiten des Instituts fiir klinisch-experimentelle
Chirurgie der Universtitat des Saarlandes in gleicher standardisierter Technik durchge-

fihrt.

Die Mause wurden mittels einer i.p. Injektion von 15 mg/kg Korpergewicht (KG) Xyla-
zin (Rompun® 2% - Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und 75 mg/kg KG
Ketamin (Ursostamin® 100mg - Serumwerke Bernburg, Bernburg, Deutschland) nar-
kotisiert. Zum Schutz vor Austrocknung der Augen wurde Dexpanthenol-Salbe (Be-
panthen® Augen- und Nasensalbe - Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) auf
die Hornhaut aufgetragen. Die Haare am rechten Bein wurden mittels elektrischer
Trockenrasur und Enthaarungscreme (elca-med® - ASTD BONZ GmbH, Herrenberg,
Deutschland) entfernt.

Das rechte Bein wurde wéhrend der Operation mit dem linken Daumen, Zeigefinger
und Ringfinger fixiert (Abb. 5). Nach sorgféltiger Hautdesinfektion mit Softasept® N
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wurde die Haut medial der Patella
6 mm lang mittels einer Skalpellklinge (Carbon Steel Skalpellklingen #15 - Braun Aes-
culap AG & Co KG, Tuttlingen, Deutschland) inzisiert (Abb. 6). Die Kniegelenkskapsel
wurde anschliefend erdffnet, so dass die Patella zuerst mit einem Wattetupfer mobilisiert
und anschliefend nach lateral luxiert werden konnte. So konnten die Femurkondylen

dargestellt werden (Abb. 7). Der Markraum wurde iiber der Fossa intercondylaris mit
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einer 24 G Spritzkaniile (BD Microlance 3™ - 24 G 1”7 - Nr. 17, @ 0,55 x 25 mm -
BD Drogheda, Ireland) (Abb. 8) eréffnet und der Trochanter major mit dieser Kaniile
retrograd iiber den Markraum durchbohrt. Im Anschluss wurde die Haut retrograd iiber
den Markraum mit einer 27 G Dental-Anésthesiekaniile (Sterican® Einmalkaniile fiir
die Dental-Anésthesie- O./U.-Kiefer, Leitungsanésthesie- Grofie 30/42- G 27 x 1%" /
@ 0,40 x 40 mm, Braun, Melsungen, Deutschland) durchstochen (Abb. 9). In die Injek-
tionskantile wurde anschlielend ein 0,2 mm Wolfram-Draht (Goodfellow Cambridge
Limited, Huntigdon, England) eingefiihrt und die Kaniile entfernt, wobei der Draht so
im Femur verblieb, dass er sowohl am Riicken aus der Haut als auch aus beiden Kondylen
etwa 1 cm herausragte (Abb. 10). Daraufhin wurde der Knochen mit einer 3-Punkt-
Biege-Apparatur geschlossen frakturiert (Typ A2 bis A3 nach AO-Klassifikation [113])
(Abb. 11) und die MouseScrew™ [79] tiber den zuvor positionierten Draht mit Hilfe
eines Schraubendrehers implantiert (Abb. 12). Sobald die Schraube im proximalen
Ende im Bereich der Kondylen fest verankert war und der Konus sich im Bohrloch
verhakte, brach sie an der Sollbruchstelle ab (Abb. 13). Abschliefend wurde die Pa-
tella reponiert und die Gelenkkapsel mit einem 5-0 Prolene®-Faden (Ethicon Inc.,
Somerville, USA) verschlossen (Abb. 14),sowie die Hautnaht mittels 5-0 Prolene®-
Faden durchgefiithrt (Abb. 15). Die einzelnen OP-Schritte (Drahteinfithrung, Fraktur,

Schraubenimplantation) wurden mittels Rontgenaufnahmen kontrolliert (Abb. 16-18).

T—

-4
o

Abb. 5: Fixation des Beins wahrend der OP Abb. 6: Mediopatellare Hautinzision mit Dar-
stellung der Patellarsehne
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Abb. 7: Lateral luxierte Patella mit Sicht auf Abb. 8: Eréffnen des Markraums iiber die
die Kondylen Fossa intercondylaris

Abb. 11: Geschlossene Frakturierung mittels Abb. 12: Implantation der MouseScrew™
3-Punkt-Biegung
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Abb. 15: H h
bb. 15: Hautnaht Abb. 16: Réntgenkontrolle Fithrungsdraht

Abb. 17: Réntgenkontrolle nach Frakturer- Abb. 18: Postoperative Réntgenkontrolle
zeugung
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3.1.4 Medikamentenapplikation

Je nach Gruppenzugehorigkeit wurde den Tieren téglich tiber 2 bezichungsweise 5 Wo-
chen 100 mg/kg KG Pantoprazol (Pantozol® i.v. 40 mg - Nycomed GmbH, Konstanz,
Deutschland) i.p. respektive den Kontrolltieren eine entsprechende Menge isotone
Natriumchlorid-Losung (Isotone Kochsalz-Losung 0,9 %, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) i.p. verabreicht.

3.1.5 Totung der Tiere

Die Tiere wurden 2 beziehungsweise 5 Wochen postoperativ nach vorheriger Narkoti-
sierung nochmals geréntgt (Abb. 19). Anschlielend wurden die Tiere zum Ausbau der

Femora durch Genickbruch getotet.

Abb. 19: Réntgenbild 2 Wochen postoperativ

3.1.6 Prdparation der Knochen

Zur anschlieBenden Auswertung wurden beide Femora explantiert. Dazu wurde die
Haut iiber dem Tibiaplateau im Verlauf des Femurs eroffnet. Die Patellarsehne sowie
die angrenzende Muskulatur wurden mit einem Skalpell durchtrennt und bis zum
Becken abpréapariert. Die Hiiftkapsel wurde eroffnet, so dass man den Femurknochen
exartikulieren konnte. Dann wurden die Weichteile vom Knochen reseziert (Abb. 20).
Abschliefflend wurde beim geheilten Knochen mittels Ausdrehinstrument das Implantat

vorsichtig entfernt. Zur Vermeidung einer Austrocknung der Femora wurden diese
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kontinuierlich mit isotoner Kochsalzlosung (Isotone Kochsalz-Losung 0,9 %, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) befeuchtet und nach erfolgtem Ausbau in

feuchte Kompressen eingewickelt.
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(a) Explantierter Knochen (b) Frakturzone mit Kallusgewebe

Abb. 20: Explantierter Knochen nach zweiwéchiger Frakturheilung

3.2 Zielkriterien und Auswertung

3.2.1 Radiologie

Nach 2 und 5 Wochen Frakturheilung wurden von beiden Femora digitale dorso-
ventrale Rontgenbilder (Abb. 21) angefertigt (Belichtungszeit 10 s, Spannung 26 kV)
(MX-20 - Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, IL, USA; Faxitron Sr 1.4.1 - Faxitron
X-ray Corporation, Wheeling, IL, USA). Die radiologische Auswertung erfolgte mittels
Goldberg-Score [60]. Dazu wurde ein Punktesystem verwendet, das die kndcherne

Uberbriickung nach jeweils 2 beziehungsweise 5 Wochen beurteilte (Tab. 2).
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Score Bedeutung

0 ausbleibende kndcherne Uberbauung, Frakturspalt einsehbar

1 partielle Uberbauung

2 knocherne Uberbauung

Tab. 2: Goldberg-Score

Abb. 21: Réntgenbild zur radiologischen Auswertung nach zweiwdchiger Frakturheilung. (A) Frakturkno-
chen (B) kontralateraler, gesunder Knochen

3.2.2 Biomechanik

Zur biomechanischen Testung wurden nach der Préaparation der Femora die Implantate
entnommen. Die Kallussteifigkeit [N/mm| wurde zerstérungsfrei mittels 3-Punkt-Biege-
Testung (Mini-Zwick Z 2.5 - Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) gemessen (Abb. 22A).
Das gesunde Femur diente jeweils als interne Kontrolle, so dass die Steifigkeit des
frakturierten Knochens in Prozent zum jeweiligen gesunden Knochen als auch absolut
angegeben wurde. Um standardisierte Versuchsbedingungen einzuhalten, wurden die
Femora jeweils mit der ventralen Seite nach unten in die Priifvorrichtung gelegt. Der
Abstand der beiden Stempel betrug 6 mm. Anschliefend wurde die Messung mit einer
konstanten Geschwindigkeit von 1 mm/min durchgefiihrt. Die Biegesteifigkeit wurde

im linearen Anteil des Kraft-Weg-Diagramms bestimmt (Abb. 22B).
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Abb. 22: Biomechanische Auswertung: Bestimmung der Knochensteifigkeit mittels 3-Punkt-Biegung.
(A) Testapparatur. (B) Kraft-Weg-Diagramm: Kontrolle (schwarz). 2 (blau) und 5 (rot) Wochen nach
Gabe von Pantoprazol.

3.2.3 Histologie

Zur quantitativen Messung der Kallusgrofie und Analyse der Gewebezusammensetzung
wurden die Knochen nach der biomechanischen Testung 12 bis 24 Stunden in Zink-
Losung (ICH Zinc Fixative - BD Biosciences Pharmingen™ San Jose, CA, USA) fixiert,
anschlieBend 14 Tage in 13%iger EDTA-Losung bei 4 °C entkalkt. Im Anschluss wurden
die entkalkten Knochen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils eine Stunde mit
70 %, 80 %, 90 %, sowie viermal eine Stunde mit 100 % Alkohol) entwéssert. Daraufhin
wurden die Proben dreimal fiir jeweils eine Stunde mit Xylol behandelt, damit das
Gewebe paraffingidngig wird. Abschliefend wurden die Proben iiber den Zeitraum von
einer Stunde in heilem Paraffin eingebettet. Fiir die histologische Analyse wurden
5 pm dicke Schnitte im Bereich des maximalen Kallusdurchmessers in sagittaler,
longitudinaler Schnittfiithrung angefertigt. Anschliefend wurden die Schnitte nach
der trichromen Masson-Goldner Methode (siehe 3.2.3.1, Abb. 23) eingefarbt sowie
Schnitte mit tartrate resistant acid phosphatase-(TRAP) Farbung (siehe 3.2.3.2)
angefertigt. Die Digitalisierung (Zeiss Axio Vision 3.1 und Zeiss Axio Cam - Carl
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) der histologischen Schnitte erfolgte bei 1,25-facher
VergroBierung (Olympus BX60 Microscope - Olympus, Tokio, Japan). Die digitalen
Bilder wurden mit einem Bildbearbeitungsprogramm (ImageJ Analysis System, U.S.

National Institue of Health, Bethesda, MD, USA) analysiert. Es wurden folgende
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Parameter ausgewertet:
o Femurdurchmesser in Hohe des Frakturspalts [mm)]
« Kallusdurchmesser in Hohe des Frakturspalts [mm]|
« periostale Kallusfliche [mm?]
« Flache des knéchernen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?|
« Flache des knorpeligen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?]
 Flache des bindegewebigen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?]

In Anlehnung an die Nomenklatur von Gerstenfeld et al. [55] wurden folgende Zielwerte

berechnet:

Gesamt—Kallus— Fliche (Knochen, Knorpel und fibrose Kallus—Flache) (C Ar)

Femurdurchmesser in Hohe des Frakturspalts (BDm) [mm]

Kallusdurchmesser (CDm
Femurdurchmesser (BDm

)
)

Knochenfliche innerhalb der Kallusregion (TOT Ar) [(7]
Gesamt—Kallus—Flache (C Ar) 0

Knorpel flache innerhalb der Kallusregion (CgAr) [(7]
Gesamt—Kallus— Flache (C Ar) 0

Bindegewebs fliche innerhalb der Kallusregion (FT Ar) [(7]
Gesamt— Kallus—Flache (C Ar) 0

Des Weiteren wurden beide Kortices unabhéngig voneinander beziiglich der Gewebeart
im Frakturspalt mit einem Punktesystem zur Bestimmung der Kallusqualitat bewer-
tet [53]. Die Punkte beider Kortices wurden anschliefend addiert, sodass maximal

4 Punkte erreicht werden konnten (Tab. 3).

Score Bedeutung

0 bindegewebige Uberbriickung des Frakturspalts

1 knorpelige Uberbriickung des Frakturspalts

2 kndcherne Uberbriickung des Frakturspalts

Tab. 3: Histo-Score zur Bewertung der Kallusqualitat
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3.2.3.1 Trichrome Masson-Goldner-Farbung

Durch die trichrome Masson-Goldner-Farbung konnen die verschiedene Gewebe farblich

dargestellt werden. Die Farbung wird wie folgt durchgefiihrt:

Das Praparat wird 1 bis 2 Minuten mit Weigerts Eisenhdmatoxylin gefarbt und dann
10 bis 15 Minuten mit flieBendem Wasser gespiilt. AnschlieBend wird das Praparat fiir
5 bis 7 Minuten mit Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin geférbt, danach mit einprozen-
tiger Essigsaure abgespiilt und einige Minuten in Molybdatophosphorsaure-Orange
bis zur volligen Entfarbung des Bindegewebes differenziert. Danach wird das Préapa-
rat nochmals kurz mit einprozentiger Essigsaure abgespiilt und fiir 5 Minuten mit
Lichtgriin gegengefiarbt. Abschlielend wird es 5 Minuten mit einprozentiger Essigsau-
re ausgewaschen, rasch in Isopropanol entwassert, kurz in Xylol geschwenkt und in

Einschlussharz eingebettet.

Bei der Masson-Goldner-Féarbung stellen sich die einzelnen Strukturen wie folgt dar

(Tab. 4):

Gewebestruktur Farbe
Zytoplasma hellorange bis rot
Erythrozyten orangerot
Muskelgewebe blassrot

mineralisierter Knochen  leuchtend griin

kollagenes Bindegewebe griin

Tab. 4: Zelluldres und extrazelluldres Farbeverhalten bei der trichromen Masson-Goldner-Farbung
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Abb. 23: Sagittaler, longitudinaler Schnitt durch das Femur (Trichrome Masson-Goldner-Farbung):
(A) Bindegewebe (B) Knochen (C) Knorpel

3.2.3.2 TRAP-Farbung

Zur quantitativen Analyse der Osteoklasten wurde eine TRAP-Farbung 2 und 5 Wo-
chen postoperativ durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Schnitte zunachst entparaffiniert,
5 Minuten mit Aqua destillata (A. dest) gespiilt und anschliefiend in 0,2 M Natrium-
acetatpuffer (pH 5,0) 20 Minuten inkubiert. Danach wurden pro Schnitt 500 ul der aus
10 ml 0,2 M Natriumacetatpuffer (p 5,0), 5 mg Naphtol AS-MX Phosphat und 11 mg
4-Chloro-2-methylbenzenediazonium Salz bestehenden TRAP-Farbelosung aufgetragen
und die Schnitte 1 bis 4 Stunden bei 37° C inkubiert. Nach einer Stunde wurde eine
mikroskopische Kontrolle durchgefithrt. Nach abgeschlossener Farbung erfolgte die
Spiilung mit A. dest sowie die Kernfarbung mit Mayers Hamalaun. Abschlielend

wurden die Préaparate mit Glyceringelatine eingedeckt.

Zur Auswertung 2 Wochen postperativ wurden insgesamt 11 High-Power-Fields (HPF)
definiert und bei einer 400-fachen Vergroflerung ausgezahlt. 5 Wochen postoperativ
wurden bei verminderter Kallusgrofle insgesamt 7 HPFs definiert (Abb. 24). Ange-
geben wurden die Anzahl der Osteoklasten pro HPF. Zudem wurde die Anzahl der

Osteoklasten im Knochen und Knorpelgewebe getrennt betrachtet.

Als Osteoklasten wurden TRAP-positive Zellen, die drei oder mehr Zellkerne aufwiesen,
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detektiert (Abb. 25).

(a) 2 Wochen postoperativ (b) 5 Wochen postoperativ

Abb. 24: HPF zur Auswertung der TRAP-positiven Zellen

Abb. 25: TRAP-positive Osteoklasten 2 Wochen postoperativ

3.2.4 Western Blot

Mittels Western Blot Analyse wurde die Proteinexpression im Kallusgewebe nach zwei-
wochiger Frakturheilung bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurden zur Beurteilung
des Knochenmetabolismus die Expression folgender Marker bestimmt: BMP-2, BMP-4,
CYR 61, PCNA, RANKL, OPG (Tab. 5). War das Tier der Western Blot Gruppe
zugehorig, wurde nur der geheilte Knochen explantiert. Dazu wurde nach Resektion
des Weichteilgewebes der Kallus, bestehend aus kndchernem, knorpeligem und binde-
gewebigem Anteil, entfernt, in flilssigem Stickstoff tiefgefroren und anschlieend bei

-80 °C bis zur Analyse kryokonserviert.
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Protein Funktion

BMP-2 Knochenformationsmarker

BMP-4 Knochenformationsmarker

CYR 61 Knochenformationsmarker

PCNA Proliferationsmarker

RANKL  Stimulation der Osteoklastogenese

OPG Inhibition der Osteoklastogenese

Tab. 5: Ubersicht (iber die analysierten Proteine und deren Funktion

Das Kallusgewebe wurde in Lysepuffer (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM NaCl, 0,1 mM
EDTA , 0,5 % Triton-X 100, 0,02 % NaN3, 0,2 mM PMSF, und Protease Inhibitor Cock-
tail (1:100 v/v; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)) homogenisiert, 30 Minuten
auf Eis inkubiert und 30 Minuten bei 16000 x g zentrifugiert. Die Proteinkonzentratio-
nen wurden mit der Methode nach Lowry bestimmt. Die komplette Proteinprobe (10 ug
Protein pro Bahn) wurde diskontinuierlich auf Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel
getrennt und auf Polyvinylendifluorid-Membranen iibertragen. Nachdem die nicht-
spezifische Bindungsseite blockiert wurde, wurden die Membranen fiir 4 Stunden
zunachst mit den folgenden Antikérpern inkubiert: Rabbit Anti-Mouse BMP-2 und
Rabbit Anti-Mouse BMP-4 (1:100, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland), Goat Anti-
Mouse CYR 61 (1:100, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland), Mouse Anti-Mouse
PCNA (1:500, Dako Cytomation, Hamburg, Germany), Mouse Anti-Mouse RANKL
(Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) und abschlieBend mit fir 1,5 Stunden mit
corresponding horseradish peroxidase conjugated secondary Antibodies (1:5000, GE
Healthcare Amersham, Freiburg, Deutschland). Die Proteinexpression wurde mittels
Luminol-enhanced Chemiluminescence (ECL, GE Healthcare Amersham, Freiburg,
Deutschland) sichtbar gemacht. Die Signale wurden densitometrisch gemessen (Quan-
tity one, Geldoc, BioRad, Miinchen, Deutschland) und um ungleiche Beladung zu
korrigieren, an das a-tubulin-Signal (1:20,000, anti-o-tubulin, Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen, Deutschland) angepasst.
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Da nach fiinfwochiger Frakturheilung nur noch sehr wenig Kallusgewebe vorhanden

war, wurde auf eine Analyse nach diesem Zeitraum verzichtet [78].

3.3 Statistik

Alle statistischen Daten wurden im Text als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM)
angegeben. Nach Uberpriifung der Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und
der Varianzengleichheit (F-Test) wurde der Gruppenvergleich mittels Student’s t-Test
durchgefiihrt. Wenn keine Normalverteilung vorlag, erfolgte die Guppenstatistik mittels
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test. Die Statistik wurde mit Hilfe von GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) erstellt. Es wurde ein p-Wert von kleiner

als 0,05 festgelegt, um signifikante Unterschiede anzuzeigen.
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4.1 Radiologie

Die radiologische Auswertung 2 Wochen postoperativ mittels Goldberg-Score (Tab. 2)
zeigte, dass der Frakturspalt in der Pantoprazolgruppe nicht knéchern iiberbaut war
(0,4 £ 0,2). Im Vergleich dazu zeigte sich in der Kontrollgruppe eine partielle Uberbau-
ung (0,9 + 0,3), wobei die Unterschiede nicht signifikant waren (p > 0,05).

Nach fiinfwochiger Frakturheilung waren in beiden Gruppen fast alle Knochen ra-
diologisch verheilt (1,7 + 0,2 versus (vs.) 1,8 + 0,1). Es bestand kein signifikanter
Unterschied (p > 0,05) (Abb. 26).
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Abb. 26: Ergebnisse der radiologischen Auswertung des Goldberg-Score: Ausbleibende knécherne Uber-
bauung (0 Punkte). Partielle Uberbauung (1 Punkt). Knécherne Uberbauung (2 Punkte). (A) 2 Wochen
postoperativ. (B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM
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4.2 Biomechanik

Die Biegeteifigkeit wurde mittels 3-Punkt-Biegung bestimmt. Die Ergebnisse sind als
Absolutwerte [N/mm]| dargestellt sowie in Prozent [%] zum gesunden Knochen um

individuelle Unterschiede der Knochen zwischen den Versuchstieren zu beriicksichtigen.

Die biomechanische Auswertung 2 Wochen postoperativ zeigte nach Behandlung mit
Pantoprazol sowohl gemessen in Absolutwerten als auch in Prozent zum kontralate-
ralen Knochen eine niedrigere Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
Nachweis einer statistischen Signifikanz. In der Pantoprazolgruppe wurde ein MW
von 5,3 + 0,8 N/mm gemessen. In der Kontrollgruppe wurden deutlich héhere Bie-
gesteifigkeiten ermittelt (8,2 + 2,7 N/mm, p > 0,05). Analog dazu wurde in der
Pantoprazolgruppe eine relative Biegesteifigkeit von 4,3 4+ 0,7 % ermittelt. Im Vergleich
konnten in der Kontrollgruppe eine relative Biegesteifigkeit von 7,0 £+ 2,1 % errechnet

werden (p > 0,05) (Abb. 27, 28).

In der spiten Phase der Frakturheilung (5 Wochen postoperativ) zeigte sich eine
signifikant geringere absolute Biegesteifigkeit nach Pantoprazolgabe im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im Durchschnitt wurde in der Pantoprazolgruppe eine absolute Bie-
gesteifigkeit von 71,0 + 6,6 N/mm erreicht. In der Kontrollgruppe wurden durch-
schnittliche Werte von 100,2 + 10,3 N/mm ermittelt (p < 0,05). Beim Vergleich der
relativen Biegesteifigkeit bestétigte sich der oben genannte signifkante Unterschied.
Die mit Pantoprazol behandelten Tiere wiesen eine signifikant verminderte relative

Biegesteifigkeit auf (55,7 + 4,9 % vs. 85,7 + 10,1 %, p < 0,05) (Abb. 27, 28).
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Abb. 27: Absolute Biegesteifigkeit der frakturierten Knochen. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen
postoperativ. MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 28: Relative Biegesteifigkeit des frakturierten Knochen. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen
postoperativ. MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Die Biegesteifigkeit des nicht frakturierten Beines war sowohl nach zweiw6chiger
Pantoprazol-Behandlung (129,8 + 9,6 N/mm vs. 115,0 £+ 8,6 N/mm) als auch nach
5 Wochen (129,6 + 8,2 N/mm vs. 120,8 + 9,4 N/mm) nicht signfikant verandert
(p > 0,05) (Abb. 29). Pantoprazol hat somit keinen Einfluss auf den gesunden Knochen.
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Abb. 29: Absolute Biegesteifigkeit der unfrakturierten Knochen. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen
postoperativ. MW + SEM

4.3 Histologie

Die histomorphometrische Analyse des Frakturkallus wurde am sagittalen, longitudi-
nalen Schnittpriaparat im Bereich des maximalen Kallusdurchmessers durchgefiihrt.
Um individuelle Unterschiede in Bezug auf die Kallusfliche zwischen den Versuchstie-
ren zu berticksichtigen, wurde die Kallusfliche zusétzlich in Relation zum jeweiligem

Femurdurchmesser angegeben.

Beziiglich der Analysen der Kallusfliche in Bezug zum Femurdurchmesser zeigten sich
keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Gruppen. 2 Wochen postoperativ
konnte fiir die Pantoprazolgruppe eine Kallusflache relativ zum Femurdurchmesser
von 4,3 + 0,3 mm im Vergleich zur Kontrollgruppe von 4,7 + 0,6 mm ermittelt
werden (p > 0,05). Nach 5 Wochen wurden in beiden Gruppen entsprechend dem
stattgehabten Remodeling-Prozess eine wesentlich kleinere Kallusfliche gemessen. Nach
dieser Zeit betrug die Kallusfliche in Bezug zum Femurdurchmesser 2,0 + 0,4 mm
bei den Pantoprazol behandelten Tieren und 1,9 + 0,3 mm in der Kontrollgruppe
(p > 0,05) (Abb. 30).
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Abb. 30: Periostale Kallusflache in Relation zum Femurdurchmesser in Hohe des Frakturspalts. (A) 2 Wo-
chen postoperativ. (B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM

Die Analyse der Gewebezusammensetzung innerhalb der periostalen Kallusfliche 2 Wo-
chen postoperativ zeigte einen vergleichbaren Knochenanteil in der Pantoprazolgruppe
zur Kontrollgruppe (53,0 + 5,1 % vs. 44,6 + 3,7 %, p > 0,05). Auch hinsichtlich des
prozentualen Anteils des gebildeten Knorpels und Bindegewebes im Gruppenvergleich
konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (Knorpel: 39,2 + 4.4 %

vs. 40,8 + 4,3 %, p > 0,05. Bindewegebe: 7.8 + 1,1 % vs. 14,6 + 2,8 %, p > 0,05)
(Abb. 31-33).

5 Wochen postoperativ konnte in der Pantoprazolgruppe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe ein signifikant hoherer Anteil Knorpelgewebe (7,8 + 4,2 % vs. 0,5 £ 0,2 %,
p < 0,05) und Bindegewebe (3,6 + 1,4 % vs. 0,2 + 0,1 %, p < 0,05) nachgewiesen
werden, wobei der prozentuale Anteil des Knochengewebes nach Gabe von Pantoprazol

signifikant vermindert war (88,6 + 5,1 % vs. 99,3 £ 0,3 %, p < 0,05) (Abb. 31-33).
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Abb. 31: Knochenanteil im periostalen Kallusgewebe. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen

postoperativ. MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 32: Knorpelanteil im periostalen Kallusgewebe. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen postope-

rativ. MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 33: Bindegewebeanteil im periostalen Kallusgewebe. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen

postoperativ. MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Die Ergebnisse der Gewebeanalyse spiegeln sich im Histo-Score wieder. Die mit Panto-
prazol behandelten Tiere erreichten einen Score von 2,0 + 0,2, die Kontrolltiere einen
vergleichbaren Score von 2,5 + 0,3 nach zweiwéchiger Frakturheilung (p > 0,05). Nach
finfwochiger Heilung war der Frakturspalt in fast allen Proben der Kontrollgruppe
vollsténdig tiberbriickt (3,8 £ 0,2) Die Pantoprazol-Gruppe erreichte einen Score von

3,1+ 0,5 (p > 0,05) (Abb. 34).

Histo-Score
n
Histo-Score
n

Pantoprazol Kontrolle Pantoprazol Kontrolle

Abb. 34: Histoscore nach 2 (A) und 5 (B) Wochen Frakturheilung. Beide Kortices wurden bewertet:
bindegewebige Uberbriickung des Frakturspalts (0 Punkte), knorpelige Uberbriickung (1 Punkt), knécherne
Uberbriickung (2 Punkte). MW + SEM

Es bestand kein signifikanter Unterschied der TRAP-positiven Zellen pro HPF nach
2 Wochen zwischen der mit Pantoprazol behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe
(2,2 + 0,8 Zellen/HPF vs. 1,3 £+ 0,2 Zellen/HPF, p > 0,05). In der Kontrollgrup-
pe waren die TRAP-positiven Zellen meist im knochernen Anteil (95,1 %) lokali-
siert, nur wenige im knorpeligen Anteil (4,9 %). Im Gegensatz dazu fand man bei
den mit Pantoprazol behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt
TRAP-positive Zellen im knorpeligen Anteil (22,9 %). Im knochernen Anteil wurden
77,1 % der TRAP-positiven Zellen identifiziert. 5 Wochen postoperativ konnten in
der Kontrollgruppe keine TRAP-positiven Zellen mehr nachgewiesen werden. In der
Pantoprazol-Gruppe befanden sich alle im knochernen Anteil (0,1 + 0,0 Zellen/HPF)
(Abb. 35, 36).
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Abb. 35: TRAP-positive Zellen pro HPF. (A) 2 Wochen postoperativ. (B) 5 Wochen postoperativ.
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Abb. 36: Prozentuale Verteilung der TRAP-positiven Zellen im Knorpel- und Knochengewebe. (A) 2 Wo-
chen postoperativ. (B) 5 Wochen postoperativ.

4.4 Western Blot

2 Wochen postoperativ erfolgte die Analyse der Proteinexpression im Kallusgewebe

mittels Western Blot.

BMP-2 wurde in der Pantoprazolgruppe signifikant weniger im Vergleich zur Kontroll-
gruppe exprimiert (2,0 £ 0,1 ODmm? vs. 4,0 + 1,0 ODmm?) (Abb. 37). Ebenso war
BMP-4 bei den mit Pantoprazol behandelten Tieren (1,8 + 0,5 ODmm?) signifikant

geringer im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (4,5 + 0,3 ODmm?, p < 0,05)
(Abb. 38).
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Auch die Expression von CYR 61 war nach Behandlung mit Pantoprazol verglichen
mit der Kontrollgruppe deutlich geringer (4,6 = 1,4 ODmm? vs. 8,7 + 4,0 ODmm?,
p = 0,056) (Abb. 39).

Des Weiteren beeinflusst Pantoprazol signifikant die Osteoklastogenese. Dies zeigte sich
entsprechend durch eine signifikant niedrigere Expression von RANKL (6,5 + 1,0 ODmm?
vs. 9,8 + 2,1 ODmm?, p < 0,05) (Abb. 40). Der Inhibitor der Osteoklastogenese OPG
war nach Behandlung mit Pantoprazol entsprechend erhoht (8,1 + 4,0 ODmm? vs.
6,0 + 2,2 ODmm?, p > 0,05) (Abb. 41). Folglich ist der RANKL/OPG Quotient nach

Gabe von Pantoprazol erhoht.

Zusétzlich zeigte sich in der Pantoprazol-Gruppe eine signifikant niedrigere Expression
von PCNA (8,3 4+ 5,3 ODmm?) im Vergleich zur Kontrollgruppe (23,0 £+ 2,3 ODmm?,
p < 0,05) (Abb. 42), entsprechend einer niedrigeren Zellproliferationsrate nach Gabe

von Pantoprazol.

Die Western Blot Analysen zeigten, dass nach Gabe von Pantoprazol die Expression

der Knochenformationsmarker deutlich vermindert war.
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Abb. 37: Western Blot Analyse von BMP-2. MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 38: Western Blot Analyse von BMP-4. MW 4+ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 39: Western Blot Analyse von CYR 61. MW + SEM
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Abb. 40: Western Blot Analyse von RANKL. MW 4 SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 41: Western Blot Analyse von OPG. MW + SEM
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Abb. 42: Western Blot Analyse von PCNA. MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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5 Diskussion

Innerhalb dieser Studie sollte geklart werden, ob die Behandlung von Méausen mit
Pantoprazol die Frakturheilung beeinflusst. Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass
Pantoprazol durch Hemmung der Osteoklastenaktivitdt und der Knochenbildung den

Remodelingprozess beeintréachtigt.

5.1 Diskussion der Methoden

Die Knochenbruchheilung stellt einen komplexen biologischen Prozess dar, dessen
pathophysiologische Grundlagen nach wie vor Gegenstand intensiver Forschungen sind.
Der heutige Kenntnisstand iiber die Prozesse, die das Zusammenspiel von umliegenden
Weichteilgewebe, Periost, des Gefaflssystems und des Immunsystems beeinflussen,
haben ihren Urpsrung in Versuchen mit Tiermodellen. Ein zuverlassiges Frakturmodell
ist somit fiir die Untersuchung der Frakturheilung unumgénglich [45]. Das Mausmodell
bietet hierfiir optimale Bedingungen, da das Genom bereits vollstandig bekannt ist und
somit eine Vielzahl verschiedener “Tools”, wie zum Beispiel transgene Stdmme und
spezifische Antikorper vor allem fiir molekulargenetische Unterschungen zur Verfligung
stehen [132]. Zudem sind die Anschaffungskosten und die Kosten der Tierhaltung sowie
Zucht im Vergleich zu Grofitiermodellen wesentlich giinstiger. So ist es zum Beispiel
moglich, groBlere Gruppengrofen zu untersuchen. Nachteilig ist jedoch, dass die Maus
im Gegensatz zum Menschen kein Havers-System besitzt, weshalb die Ubertragbarkeit

der Ergebnisse von Studien am Mausmodell auf den Menschen immer kritisch diskutiert
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werden muss. Anstelle von Havers-Systemen werden fiir das Remodeling sogenannte
Resorptionshohlen verwendet, die in Frakturnahe entstehen und im weiteren Verlauf

durch Osteoblasten aufgefiillt werden [118].

Bei Grofitiermodellen hingegen ist die Anatomie, die Knochenstruktur als auch der
histologische und zeitliche Ablauf der Frakturheilung mit dem Menschen vergleichbar.
Jedoch gibt es im Gegensatz zu Mausen keine genetisch definierte Stamme und ent-
sprechende Antikorper zur Untersuchung molekularbiologischer Prozesse [47, 84]. Ein
weiterer Nachteil von Grofitiermodellen sind die hoheren Anschaffungs- und Haltungs-
kosten [118]. Wichtige Voraussetzungen fiir die tierexperimentelle Untersuchung von
physiologischen und pathophysiologischen Ablaufen der Frakturheilung sind standardi-
sierte Versuchsbedingungen. Die osteosynthetische Versorgung ist bei Grofitiermodellen

aufgrund der vergleichbaren Knochengréfle wesentlich einfacher als bei der Maus.

Fiir die Maus existiert bereits eine grofle Anzahl verschiedener Frakturmodelle, die
sich beziiglich der Frakturierung, der Frakturlokalisation und der Frakturfixierung
unterscheiden [71]. In fritheren Modellen wurde auch génzlich auf eine Frakturstabili-
sierung verzichtet. Diese unfixierten Frakturmodelle erscheinen jedoch wenig sinvoll,
da ohne Kontrolle des “mechanical environment” keine eindeutige Aussage beziiglich

Knochenheilung und Kallusbildung getroffen werden kann [32].

Am besten geeignet sind die grofien Rohrenknochen der Maus wie die Tibia und das
Femur [68, 100]. Das von Hiltunen et al. [68] publizierte Frakturmodell der Tibia
ist wahrscheinlich das meist verwendete Frakturmodell. Der Nachteil dieses Modells
besteht jedoch darin, dass die Tibia in ihrem Verlauf einen unregelméfligen, dreieckigen
Querschnitt aufweist und somit standardisierte biomechanische Testungen erschwert
sind [28]. Bei einer geschlossenen Frakturierung der Tibia kann es zusétzlich zu einer
Frakturierung der Fibula kommen und anschlieSend zu einer kombinierten Kallusbil-
dung und letztendlich einer Synostose von Tibia und Fibula. Shefelbine et al. [147]
konnte zudem zeigen, dass die Frakturheilung nach Osteotomie der Tibia bei intakter
Fibula signifikant verbessert war. Zuséatzlich bedingt die kaum vorhandene Muskel-

und Weichteildeckung der Tibia und Fibula eine hohere Infektgefahr im Vergleich zu
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Femurfrakturmodellen. Biomechanische Unterschungen am Femur kénnen aufgrund

des gleichméfligen runden Querschnitts standardisierter durchgefiihrt werden.

Das fiir diese Studie verwendete, geschlossene Femurfrakturmodell wurde bereits von
Holstein et al. [79] 2009 publiziert und in mehreren vergangen Studien bereits mehrfach
erfolgreich angewandt [73, 72, 75, 76]. Das Modell basiert auf dem Prinzip einer
Zugschraube und erlaubt durch ein proximales Gewinde und einen distalen Konus eine
zusatzliche Frakturspaltkompression. Dadurch gewéhrleistet die Fixierung nicht nur
eine Rotationsstabilitat, sondern auch eine axiale Stabilitdt und damit standardisierte

Versuchsbedingungen [23, 79].

In fritheren Modellen wurden mehrheitlich instabile Pin-Osteosynthesen verwendet,
jedoch sind die Ergebnisse derartiger Studien durch die fehlende Rotationsstabilitét
nur begrenzt aussagekréftig, da die mechanischen Gegebenheiten im Frakurspalt einen
enormen Einfluss auf den Frakturheilungsprozess haben [32, 69]. Des Weiteren wurden in
den bereits genannten Pin-Osteosynthese-Modellen die Frakturierung bei einliegendem
Implantat durchgefithrt, was zu einer zusatzlichen Beeintrachtigung der Frakurheilung
durch die Verbiegung des Implantates fithren kann. In dieser Studie wurde deshalb
die Schraube erst nach Frakturierung iiber einen zuvor eingebrachten Fithrungsdraht
implantiert. Der Vorteil dieses Modells liegt in der guten Reproduzierbarkeit sowie in
dem kleinen Zugangsweg. Mit Hilfe einer stumpfen Guillotine kann ein standardisierter

transverser Frakturverlauf bei minimalen Weichteilschaden erzeugt werden.

Im Vergleich zu den geschlossenen Frakturmodellen stellen offene Frakturmodelle invasi-
vere Operationsverfahren dar, die mit einem grofleren Weichteilschaden einhergehen, was
letztendlich die Frakturheilung beeintréachtigen kann. Dabei wird das Femur iiber einen

lateralten longitudinalen Schnitt prapariert und unter Sicht osteotomiert [28, 52, 74].

Prinzipiell gewahrleisten offene Frakturmodelle wie der Fixateur externe [28] und die
Plattenosteosynthese [70, 102] eine hohere Rotationsstabilitat [69, 71]. Nachteil des
Fixateur externe ist die externe Lage des Implants und das hohe Implantatgewicht, was

zu einer Beeinflussung des physiologischen Bewegungsablaufs der Maus postoperativ
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fithren kann. Des Weiteren ist die Operation technisch sehr anspruchsvoll. Durch die
externe Lage der Pins kénnen zudem Infekte im Bereich der Eintrittsstellen entste-
hen [31]. Die stabile Versorgung mittels Plattenosteosynthese induziert im Gegensatz zu
den bereits genannten Implantaten eine intramembrandse Heilung [74, 155] und bietet
deshalb eine interessante Alternative vor allem zur Untersuchung der molekularen

Mechanismen der intramembrandsen Frakturheilung [70].

Der Prozess der Knochenheilung wird in eine frithe und eine spate Phase unterteilt. Die
Frakturheilung verlauft bei der Maus wesentlich schneller als beim Menschen [18], so-
dass nach zweiwochiger Frakturheilung die maximale Kallusbildung erreicht wird [100].
Aufgrund dessen wurde zur Durchfithrung weiterer Untersuchungen, vor allem moleku-
larbiologischer Untersuchungen des Kallusgewebes, dieser Zeitpunkt zur Beurteilung
der frithren Phase der Frakturheilung gewéhlt. Manigrasso und O’Connor [100] konnten
zeigen, dass 28 Tage postoperativ eine knocherne Uberbriickung des Frakturspalts
nachweisbar war und nach circa 42 Tagen bereits der Remodeling-Prozess begonnen
hatte, so dass 5 Wochen post operationem zur Beurteilung der spaten Phase der Frak-
turheilung gewahlt wurde. Die gewahlten Zeitpunkte hatten sich in vorangegangenen

Studien bereits bewéhrt [18, 67, 72, 73].

Es wurde eine Dosierung von 100 mg/kg KG Pantoprazol verwendet. Diese ist wesentlich
hoher als die tiblichweise angewandte Dosierung von 0,3 bis 0,6 mg/kg KG. Bei kritischen
Patienten mit sdureassozierten gastrointestinalen Krankheitsbildern kann die Dosis
jedoch auf 4 mg/kg KG pro Tag erhéht werden [26]. Die Dosierung wurde in Anlehnung
an andere tierexperimentelle Studien gewéhlt. So untersuchten Bilic et al. [12] bei
Mausen eine Dosierung von 1 mg/kg KG bis 100 mg/kg KG. Masubuchi et al. [101]
wéahlte in einem Rattenmodell eine Dosierung von 5 mg/kg KG bis 300 mg/kg KG.

Die Operation konnte innerhalb 30 Minuten komplikationslos durchgefiihrt werden.
Nach ein bis drei Tagen zeigten alle Tiere einen physiologischen Bewegungsablauf, so
dass das Bein postoperativ adaquat belastet werden konnte. Wahrend des postope-
rativen Verlaufs bis zur Totung der Tiere zeigten sich keine Wundheilungsstérungen,

Infektionen oder Verhaltensauffalligkeiten.
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Zur Beurteilung der Frakturheilung wurden biomechanische, radiologische, histolo-
gische sowie proteinbiochemische Verfahren zu definierten Zeitpunkten gewéhlt. Die
Biegesteifigkeit des Knochens wurde mittels zerstorungsfreier 3-Punkt-Biegung be-
stimmt. Die zerstorungsfreie biomechanische Testung mittels 3-Punkt-Biegung stellt
ein etabliertes Verfahren dar [69], welches erlaubt, die Biegesteifigkeit anhand des
Kraft-Weg-Diagramms zu ermitteln. Ein entscheidender Vorteil dieser Testung ist,
dass die Knochen anschliefend zur weiteren histologischen Auswertung aufgearbeitet

werden konnen und so die benétigte Tierzahl fiir Studien reduziert werden kann.

Bei der 4-Punkt-Biegung wird die Kraft auf eine groflere Flache verteilt, was biome-
chanisch im Vergleich zur 3-Punkt-Biegung giinstiger ist [21]. Bei einer Femurliange
von nur 17 mm wurde jedoch auf die Verwendung einer 4-Punkt-Biege-Testung ver-
zichtet. Ein weiteres Verfahren zur biomechanischen Testung ist die Rotationstestung.
Vorteil dieses Testverfahrens ist sicherlich, dass dhnlich wie beim Menschen der Frak-
turmechanismus im Sinne einer Rotationskomponente nachgeahmt werden kann. Ein
entscheidender Nachteil dieses Verfahrens ist aber, dass die Untersuchung nicht zer-
storungsfrei durchgefithrt werden kann und die benétigte Tierzahl quasi verdoppelt

werden miusste.

Die von Gerstenfeld et al. [55] publizierte Methode zur Beurteilung der Knochenhei-
lung ist das wohl am haufigsten angewandte Verfahren zur histomorphometrischen
Quantifizierung der Knochenheilung. Ergédnzend wurden beide Kortices in Hohe des
Frakturspaltes beziiglich der Gewebeart mit einem Punktesystem zur Bestimmung der
Kallusqualitat bewertet [53]. Die Bestimmung erfolgte anhand von sagittalen, longitu-
dinalen Schnitten in Hohe des maximalen Femurdurchmessers um eine reproduzierbare
Darstellung des Kallusdurchmessers, der Kallusfliche und der Gewebetypen zu errei-
chen. Die dreidimensionale Struktur des Kallus erschwerte hierbei die standardisierte
Analyse. Der Knochen wurde zur histologischen Aufarbeitung zuerst dekalzifiziert, so
dass die Moglichkeit fiir zusétzliche immunhistochemische Farbungen gegeben war.
Nachteil ist, dass nach erfolgter Dekalzifizierung der Kalksalzgehalt des Knochens nicht

mehr beurteilt werden kann.
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Die proteinbiochemische Analyse wurde ausschliefSlich nach zweiwochiger Frakturhei-
lung durchgefithrt, da 5 Wochen postoperativ entsprechend dem bereits begonnenen

Remodeling-Prozess nicht mehr geniigend Kallusgewebe gewonnen werden konnte [78].

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Wir konnten erstmalig zeigen, dass Pantoprazol die spate Phase der Frakturheilung
im Mausmodell beeintrachtigt. 5 Wochen postoperativ zeigte sich nach Behandlung
mit Pantoprazol eine signifikant verminderte Biegesteifigkeit und Knochenbildung im
Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Wahrscheinlich beeintréchtigt die Hemmung der
Osteoklastenaktivitat bei verminderter RANKL-Expression den Remodelingprozess des
Frakturkallus. Zudem war die Zellproliferation und Knochenbildung bei verminderten
Expressionen von PCNA, BMP-2, BMP-4 und CYR 61 nach Gabe von Pantoprazol

geringer.

Zahlreiche klinische Studien konnten bisher nachweisen, dass die Einnahme von Panto-
prazol zu einem erh6hten Fraktrurisiko fithrt. Targownik et al. [160] verglichen insgesamt
15792 Osteoporose induzierte Frakturen mit 47289 Frakturen anderer Genese. Die
Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass nach mindestens siebenjidhriger Einnahme von
PPIs das Risiko fiir eine Osteoporose induzierte Fraktur signifikant erhoht war. Fiir
eine hiiftnahe Fraktur war das Risiko bereits nach fiinfjdhriger Einnahme deutlich
erhoht. Eine andere Arbeitsgruppe analysierte 13556 hiiftnahe Frakturen der Jahre 1987
bis 2003 in Grofbritannien von Patienten mit einer PPI Medikation, die mindestens
50 Jahre alt waren und verglichen diese mit 135386 Patienten, die keine PPIs einnahmen
[178]. Die Studie zeigte, dass die Einnahme von PPIs tiber ein Jahr bereits das Risiko
fiir hiiftnahe Frakturen signifikant erhéht. Ahnliche Ergebnisse konnten Yu et al. [180]
nachweisen, die 5755 Ménner und 5339 Frauen aus der “Osteoporotic Fracture Men
Study (MrOS)” und “Study of Osteoporotic Fractures (SOF)” analysierten. Es konnte
gezeigt werden, dass Ménner, die PPIs und/oder H2-Rezeptor Antagonisten einnahmen,

eine verminderte Knochendichte besaflen. Bei Frauen war die Knochendichte nicht
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signifikant verdndert, aber das Risiko nicht-spinaler Frakturen nach Einnahme von

PPIs erhoht.

Eine weitere Studie von Targownik et al. [161] untersuchte Patienten mit Osteoporose
im Bereich der Hiifte oder Wirbelsdule (T-score < -2,5) mit entsprechenden Kontrollen
(T-score > -1,0). Im Gegensatz zu den vorherigen Studien, konnte allerdings kein
Zusammenhang zwischen der Einnahme von mehr als 1500 DDD PPIs innerhalb der
letzten 5 Jahre und dem Auftreten von Osteoporose beziehungsweise einer verminderten
Knochendichte nachgewiesen werden. Auch in unserer Studie konnte kein negativer
Einfluss hinsichtlich der Knochenqualitdt nach PPI-Gabe auf den gesunden Femur

nachgewiesen werden.

Ein weiterer Grund fiir eine reduzierte Knochendichte und damit erhohtes Frakturri-
siko nach Einnahme von PPIs konnte der verminderte Vitamin B,-Spiegel sein. So
konnten zum Beispiel Valuck und Ruscin [172] in einer Fall-Kontrolle Studie zeigen,
dass ein erniedrigter Vitamin Bis-Spiegel durch die Einhame von PPIs verursacht
sein kann. Mit der Framingham Offspring Osteoporose Studie, bei der insgesamt
2576 Patienten teilnahmen, konnte letztendlich ein Zusammenhang zwischen einem
verminderten Vitamin Bj,-Spiegel und einer reduzierten Knochendichte nachgewiesen
werden [166]. Moglicherweise fithrt die Einnahme von PPIs nicht nur zu einem vermin-
derten Vitamin Bis-Spiegel, sondern auch zu einer negativen Kalziumbilanz, was zu

einer verminderten Knochendichte fithrt und damit das Frakturrisiko erhoht [62, 121].

Der Hauptfokus aktueller Studien liegt jedoch darin, den Einfluss von PPIs auf die Funk-
tion der Osteoklasten zu untersuchen. PPIs inhibieren die E;-Eo-Typ HT/K*-ATPase
der Belegzellen und hemmen dadurch die Magenséuresekretion [97, 108]. In Osteoklas-
ten erfolgt der Protonentransport tiber die vakuolare Ht-ATPase [11, 14, 170]. Obwohl
die HT /K*-ATPase in Osteoklasten nicht beschrieben ist und sich die Struktur der
Protonenpumpen unterscheidet, konnten einige Studien zeigen, dass die Gabe von PPIs

die Knochenresorption hemmen [4, 167].

So konnten zum Beispiel Tuukkanen und Véénédnen [167] in einer in vitro Studie
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demonstrieren, dass die Gabe von Omeprazol die Kalziumfreisetzung signifikant ver-
mindert. Dazu wurde den Versuchstieren radioaktiv markiertes Kalzium tiber einen
Zeitraum von vier Tagen verabreicht. Nach Totung der Tiere und Entnahme der
Kalotte wurde die Knochenresorption nach Stimulierung durch Prostaglandin E2 und
Parathormon gemessen. Die Proben, die zusatzlich mit Omeprazol fir 24 bis 48 Stun-
den inkubiert wurden, zeigten eine entsprechend niedrigere Kalziumfreisetzung und

Knochenresorption.

Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte ebenfalls die knochenresorptionshemmende
Wirkung von PPIs in vivo. Die histologischen Untersuchungen konnten zeigen, dass die
Behandlung mit Omeprazol respektive Pantoprazol die Resorption des eingebrachten
Kalziumphosphat-Zements hemmt. Die Autoren postulieren daher, dass der Effekt auf

eine Hemmung der H-ATPase der Osteoklasten zurtickzufithren ist [148].

Visentin et al. [173] untersuchten den Einfluss eines potenten und selektiven Inhibitors,
SB 242784, der vakuoldren Ht-ATPase der Osteoklasten im Tiermodell. Sie konnten
zeigen, dass die orale Gabe von SB 242784 iiber 6 Monate in ovarektomierten Ratten
die Knochenresorption vermindert. Dazu wurde die Knochendichte nach Gabe von
SB 242784 im Vergleich zur Behandlung mit Ostrogen bestimmt. Beide Behandlungen
verhinderten effektiv den fortschreitenden Knochenverlust nach Ovarektomie. Zudem
wurde der Knochenresorptionsmarker Desoxypyridinolin im Urin bestimmt. Die zu-
nédchst erhohten Messwerte nach Ovarektomie wurden durch die Behandlung sowohl
mit Ostrogen als auch mit SB 242784 signifikant gesenkt. Unsere Untersuchungen
konnten ebenfalls eine signifikante Reduktion des Knochenresorptionsmarkers RANKL
nachweisen, so dass wahrscheinlich auch die Gabe von Pantoprazol als nicht-selektiver
Hemmer der Ht-ATPase der Osteoklasten in der Lage ist, die Knochenresoption im
Rahmen des Remodelingprozesses zu hemmen. Die Hemmung des Remodelingprozesses
durch die Behandlung mit Pantoprazol bestétigte sich auch in unseren histologischen
und biomechanischen Ergebnissen. So konnte nachgewiesen werden, dass der Kno-
chenanteil in der spiten Phase der Frakturheilung signifikant geringer war bei einem

hoheren Anteil an Knorpelgwebe, was letztendlich zu einer geringeren Biegesteifigkeit
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fihrte.

Im Gegensatz dazu konnten Gerstenfeld et al. [56] zeigen, dass die Inhibition von
RANKL durch die Gabe von Denosumab in einem Frakturmodell der Maus die biome-
chanischen Eigenschaften des Knochens verbessert. Die unterschiedlichen Ergebnisse
konnten dadurch erklart werden, dass die Behandlung mit Pantoprazol nicht nur das
RANKL/RANK/OPG-System beeinflusst, sondern auch Einfluss auf die Expression
verschiedener osteogener Marker hat. So konnten wir in der hier vorliegeneden Studie

zeigen, dass die Expression von BMP-2, BMP-4 und CYR 61 deutlich vermindert war.

Interessanterweise unterscheidet sich die Anzahl der Osteoklasten im Kallus in unserer
Untersuchung trotz verminderter Expression von RANKL nicht. Vergleichbar mit
unseren Ergebnissen fanden Hyun et al. [82], dass die Behandlung mit Omeprazol
keinen Einfluss auf die Anzahl der TRAP-positiven Zellen hat. Dazu untersuchten sie in
vitro murine Zellen, die mit einer steigenden Dosis Omeprazol behandelt wurden. Die
Western Blot Untersuchungen zeigten ebenfalls eine verminderte RANKL-Expression
sowie eine erhohte Expression von OPG, so dass das Verhaltnis von OPG/RANKL

vergleichbar mit unseren Ergebnissen zu Gunsten von OPG verandert war.

Ahnliche Ergebnisse konnten bisher nicht nur in tierexperimentellen Studien nach-
gewiesen werden, sondern auch beim Menschen. Mizunashi et al. [105] untersuchten
das Ausmafl der Knochenresorption bei Patienten, die in der Vorgeschichte an Ma-
genulcera litten und mit PPIs behandelt wurden, verglichen mit einer Gruppe, die
keine PPIs erhielten. Die Arbeitsgruppe fand analog zu unseren Resultaten geringere
Knochenresorptionsmarker in der PPI-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Autoren postulierten daher, dass die Behandlung mit PPIs erfolgreich bei verschiedenen
metabolischen Krankheiten, die mit einer erhohten Knochenresorption einhergehen,

therapeutisch eingesetzt werden kann.

Im Gegensatz zu den bisher genannten Ergebnissen konnten andere Autoren keinen
Nachweis finden, dass die Inhibition der gastralen Protonenpumpe zu einer Hemmung

der Knochenresorption fithrt. So untersuchten zum Beispiel Fossmark et al. [50], in
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einem gastralen H* /K*-ATPase Knockout-Modell der Maus den Einfluss auf den
Knochenmetabolismus. Bestimmt wurden die Knochendichte, die Kortikalisdicke, das
Trabekelvolumen und die maximale Versagenslast des Femurs im Alter von 6 und
20 Monaten. Interessanterweise war in beiden Altersgruppen die Knochendichte in
den Knockout-Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren vermindert. Zudem war die
Versagenslast und die Kortikalisdicke bei den &dlteren Knockout Tieren geringer, was
letztendlich gegen eine Hemmung der Protonenpumpe der Osteoklasten spricht im

Sinne einer verminderten Knochenresorption. Jedoch war wie in unserer Arbeit das

Verhéltnis von OPG/RANKL in den Knockout-Mausen erhoht.

Auch Cui et al. [35] konnten zeigen, dass die Behandlung mit Omeprazol im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen die Knochenresorption nicht hemmt. Dies spiegelt sich in einer
verminderten Knochendichte bei Ratten wider, die iiber 77 Tage téglich mit Omeprazol

behandelt wurden.

Unsere Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass die Behandlung mit Pantoprazol
nicht nur Auswirkungen auf das RANKL/RANK/OPG System hat, sondern auch
die Expression verschiedener osteogener Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel BMP-2
und BMP-4 beeinflusst. Wéhrend der Frakturheilung spielen die von Urist [168] 1965
entdeckten BMPs eine entscheidende Schliisselrolle. Sobald mesenchymale Vorldufer-
zellen in das Frakturhamatom einwandern, beginnen diese BMP-2 und BMP-4 zu
produzieren [17]. Im weiteren Heilungsverlauf wird BMP-2 und BMP-4 auch durch
unreife Knorpelzellen gebildet [17]. Diese osteogene Phase ist durch die Expression der
Knochenformationsmarker, die innerhalb von 24 Stunden nach Frakturentstehung ge-
bildet werden, bestimmt. Die maximale Expression wird zwischen dem 14. und 20. Tag
wahrend der Kallusmineralisierung erreicht. Die signifikant verminderte Expression
von BMP-2 und BMP-4 zwei Wochen postoperativ konnte somit ursédchlich fir die

verminderte Kallusqualitidt nach Gabe von Pantoprazol sein.

Auch Tsuji et al. [165] konnten zeigen, dass Méuse, die kein BMP-2 produzieren,
Spontanfrakturen im Bereich der Extremitaten erleiden, die letztendlich nicht suffizient

heilen. Die Frakturheilung war bereits in einer frithen Phase deutlich beeintréichtigt,
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so dass die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass BMP-2 fir die Frakturheilung eine

unabdingbare Voraussetzung ist.

So untersuchten Devlin et al. [40] den Einfluss von Noggin, einem Glycoprotein, dass
selektiv. BMPs bindet und somit die Signaliibertragung der BMPs blockiert. Der
Arbeitsgruppe gelang es mit Hilfe histologischer Untersuchungen zu zeigen, dass in
Maéusen, die Noggin iiberexprimierten, das Knochenvolumen, die Trabekelanzahl und
die Knochenformationsrate vermindert war. Des Weiteren fiihrte die vermehrte Expres-
sion von Noggin zu einer reduzierten Expression weiterer Knochenformationsmarker
sowie RANKL. In unserer Studie war in der Pantoprazol-Gruppe die Expression von
BMP-2, BMP-4 und RANKL ebenfalls vermindert. Beides fiihrte letztendlich zu einer

Beeintrachtigung des Remodelingprozesses.

Zusétzlich untersuchten wir in unserer Studie auch die Expression von CYR 61, ein
weiterer essentieller Wachstumsfaktor der Osteoblastenfunktion. So konnte bereits
in vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass eine erhohte CYR 61 Expression
ebenfalls zu einer gesteigerten Zellproliferation und Osteoblastendifferenzierung fiihrt.
Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigten, dass Pantoprazol die Expression von CYR 61
deutlich vermindert. Hadjiargyrou et al. [63] untersuchten zum Beispiel die Expression
von CYR 61 wiahrend des Frakturheilungsprozesses im Rattenmodell. Die Autoren
konnten nachweisen, dass CYR 61 bereits in der frithen Phase der Frakturheilung
zwischen dem 3. und 5. Tag exprimiert wird. Der hochste Anstieg konnte zwischen dem
7. und 10. Tag verzeichnet werden. Dies korrelierte mit der Phase der Chondrogenese.
Zudem fand die Arbeitsgruppe eine 10-fach hohere Konzentration von CYR 61 wahrend

der Frakturheilung im Vergleich zu einem nicht frakturierten Knochen.

Die Arbeitsgruppen von Si et al. [152] und Schiitze et al. [146] demonstrierten, dass
CYR 61 eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten spielt. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Suppression von CYR 61 in Stammzellen die Differen-
zierung von Osteoblasten tiber den Wnt3A-Signalweg mafigeblich beeintrachtigt [152].
Crockett et al. [34] konnten jedoch zeigen, dass CYR 61 auch eine hemmende Wirkung
auf Osteoklasten ausiibt. Eine Regualtion tiber das RANKL/RANK/OPG-System
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konnte nicht belegt werden. Die Western Blot Ergebnisse unserer Arbeit zeigten fiir

beide Marker eine erniedrigte Expression.

Zusammenfassend lédsst sich schlussfolgern, dass Pantoprazol die Knochenheilung
verzogert. Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass sowohl der Knochenaufbau als
auch der Knochenabbau im Rahmen des Remodeling-Prozesses durch die Behandlung

mit Pantoprazol beeintrachtigt wird.
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