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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

In zahlreichen klinischen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen einer erhéhten
Homocystein-Serumkonzentration ~ (Hyperhomocysteinamie) und einem  gestdrten
Knochenstoffwechsel sowie einem erhdhten Risiko osteoporotischer Frakturen gezeigt
werden. Vor diesem Hintergrund wurde die hier vorgestellte Studie konzipiert, um den
Einfluss einer alimentar induzierten Hyperhomocysteindmie (HHCY) auf die Frakturheilung

an der Maus zu untersuchen.

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene Mause (Typ CD-1), da fir diese Spezies bereits
ein standardisiertes und publiziertes Frakturmodell existierte. Fur die Versuchsdurchfiihrung
wurden 65 Mause verwendet. Eine HHCY wurde durch die Gabe einer Homocystin-
angereicherten (n=13), einer Methionin-angereicherten (n=13), sowie einer B-Vitamin-
defizienten Diat (n=14) erzeugt. Zwei weitere Versuchsgruppen (n=12 und n=13) erhielten
entsprechende Kontrolldiaten. Vier Wochen nach geschlossener Femurfrakturierung und -
stabilisierung mittels intramedullarer Zugschraubenosteosynthese wurden die Tiere durch
eine Uberdosis Pentobarbital getdtet. Unmittelbar vor Tétung der Versuchstiere wurden
Blutproben fir die weiteren serologischen Untersuchungen abgenommen. Die Femora der
Tiere wurden fur die weiteren radiologischen und biomechanischen Untersuchungen

explantiert.

In den laborchemischen Untersuchungen wurden die Serumkonzentrationen von
Homocystein (HCY), Folsaure und Vitamin B12 bestimmt. Eine biomechanische Drei-Punki-
Biegung diente der Evaluierung der Biegesteifigkeit des Frakturkallus. Diese Messung
erfolgte  zerstorungsfrei, so dass im weiteren Verlauf zusatzliche histologische
Untersuchungen des unbeschadigten Knochengewebes erfolgen konnten (nicht Teil dieser

Dissertation).

Nach der Auswertung der laborchemischen, radiologischen und biomechanischen Analysen

fanden sich folgende Ergebnisse:

I. Es konnte gezeigt werden, dass an der Maus durch die Gabe einer Homocystin-
angereicherten, einer Methionin-angereicherten, sowie einer B-Vitamin-defizienten
Diat eine HHCY hervorgerufen wird. Entsprechend der jeweiligen Diatform konnten

unterschiedliche Intensitaten einer HHCY provoziert werden: Eine mit 1,5 %

4
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Homocystin angereicherte Didt fuhrte zu einer schweren HHCY, eine mit 2,5 %
Methionin angereicherte Diat induzierte eine intermedidre HHCY und eine B-Vitamin-
defiziente Diat rief eine moderate HHCY hervor.

Il. Die Serumanalysen ergaben in allen drei Diat-Gruppen im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollgruppen signifikant erniedrigte Konzentrationen an Vitamin B12
und Folsaure. Die Vitamin-Mangel-Diat fihrte hierbei zum starksten Abfall der Serum-

Konzentrationen von Vitamin B12 und Folséaure.

lll. In allen Versuchsgruppen konnten nach vierwochiger Frakturheilung sowohl
makroskopisch als auch radiologisch Zeichen einer kompletten kndchernen

Frakturlberbrickung gefunden werden.

IV. In den biomechanischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine schwere
HHCY, induziert durch die Homocystin-angereicherte Diat, zu einer signifikant

niedrigeren Biegesteifigkeit im Vergleich zu den Kontrollen fihrt.

V. In den Versuchstieren mit einer moderaten beziehungsweise intermediaren HHCY
konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren kein signifikanter Unterschied in der

Biegesteifigkeit des Frakturkallus gefunden werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine moderate beziehungsweise
intermedidre HHCY die Knochenbruchheilung nicht negativ beeinflusst, wohingegen eine
schwere HHCY die biomechanische Steifigkeit des heilenden Frakturkallus signifikant

beeintrachtigt.

1.2 Summary

Numerous clinical studies have shown that an elevation of serum homocysteine
(hyperhomocysteinemia) affects bone metabolism and is related to an increased incidence of
osteoporotic fractures. Therefore, the herein introduced study was conducted to analyze the

effect of an alimentary hyperhomocysteinemia (HHCY) on bone repair in mice.

We used adult CD-1 mice because a standardized and published fracture model was
available for this species. To induce a HHCY, mice were fed a homocystine-supplemented

diet (n=13), a methionine-supplemented diet (n=13), or a B vitamin-deficient diet (n=14).
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Additional mice received the according standard diets (n=12 and n=13) and served as

controls. Four weeks after the intramedullary stabilization of a closed femoral fracture

animals were sacrificed by an overdose of pentobarbital to prepare the femora for

radiological and biomechanical analyses. Prior to sacrifice, blood samples were obtained for

further serum analyses. Serum analyses were performed to determine concentrations of

HCY, folate and vitamin B12. The biomechanical analysis was conducted to evaluate the

bending stiffness of the fracture callus. We used a non-destructive testing method to enable

further histological analyses (not included in this thesis project).

The serological, radiological, and biomechanical analyses revealed the following results:

The homocystine-supplemented diet, the methionine-supplemented diet, and the B
vitamin-deficient diet induced a significant HHCY. Thereby, the homocystine-
supplemented diet led to a severe HHCY, the methionine-supplemented diet to an

intermediate HHCY and the B vitamin-deficient diet to a moderate HHCY.

The serum analyses revealed significantly decreased concentrations of vitamin B12
and folate in animals, which fed the homocystine-supplemented diet, the methionine-
supplemented diet, and the B vitamin-deficient diet when compared to animals, which
were fed the control diets. The lowest serum concentrations of vitamin B12 and folate

were found in animals, which received the vitamin-deficient diet.

At four weeks of fracture healing the radiological analyses demonstrated a bony

fracture bridging in all groups.

The biomechanical testing showed a significantly decreased bending stiffness of the
fracture callus in animals that were fed the homocysteine-supplemented diet when

compared to animals that received the according control diet.

An intermediate and moderate HHCY, which was induced by the methionine-
supplemented diet and the B vitamin-deficient diet, had no effect on the bending

stiffness of the fracture callus.

In conclusion, the results of this study demonstrate that a moderate and intermediate HHCY

does not disturb fracture healing, while a severe HHCY significantly reduces the bending

stiffness of the fracture callus.
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2. Einleitung

2.1 Knochen

2.1.1 Morphologie
Knochen werden anhand ihrer Form unterschieden in (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996):

e lange Knochen
e kurze Knochen

e platte Knochen

Fur die vorliegende Arbeit wurden lange Knochen, die auch R&éhrenknochen genannt

werden, untersucht.

An Roéhrenknochen werden drei Bereiche unterschieden (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996):
¢ die langliche, schaftférmige Diaphyse
¢ die beiden Epiphysen an den Knochenenden

e die, zwischen Diaphyse und Epiphysen gelegenen, Metaphysen

In der vorliegenden Arbeit diente die Diaphyse als Frakturlokalisation.

2.1.2 Histologie
Histologisch gliedert sich Knochen in (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996):

e eine dulRere Substantia compacta (Kompakta), bestehend aus kortikalem Knochen

e eine innere Substantia spongiosa (Spongiosa), bestehend aus trabekularem Knochen

Die dicht gebaute Kompakta (Kortikalis) setzt sich beim Menschen aus Osteonen
beziehungsweise dem Havers-System zusammen. Hierbei handelt es sich um eine etwa 250
pm x 1-5 cm groRe funktionelle Einheit aus 2-3 um dicken Knochenlamellen (Havers-
Lamellen oder Speziallamellen), die konzentrisch um den Zentralkanal (Havers-Kanal)

geschichtet sind. Die, im Zentralkanal laufenden, BlutgefaRe (Havers-Gefal3e) sind Uber
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seitliche Verzweigungen, die so genannten Volkmann-Kandle, miteinander verbunden.
Neben Gefal3en enthalt der Zentralkanal Bindegewebe und vegetative Nerven. Zwischen
den Osteonen befinden sich die Schaltlamellen, Reststiicke von alten, teilweise abgebauten
Havers-Systemen. Die dul3eren, an das Periost angrenzenden, Lamellen werden als aul3ere
Generallamellen, die inneren, an die Spongiosa angrenzenden, Lamellen als innere
Generallamellen bezeichnet (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Die Maus besitzt im Gegensatz zum Menschen eine recht primitive Knochenstruktur ohne
Havers-System. Der Knochenumbau nach einer Knochenverletzung erfolgt tiber so genannte
Resorptionshéhlen. Diese entstehen in der Néhe der Fraktur und fillen sich dann im Laufe
der Frakturheilung mit Osteoblasten auf (NUNAMAKER, 1998).

Die Spongiosa ist aus einem komplexen System aus Knochenbalkchen und Knochenplatten
aufgebaut und beherbergt in ihren Zwischenraumen das Knochenmark (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).

Grundsatzlich unterscheidet man zwei verschiedene Arten von Knochengewebe:

e Geflecht- oder Faserknochen

e Lamellenknochen

Bei jeder Knochenneubildung entsteht zunachst Geflechtknochen, der sich im weiteren
Verlauf zu Lamellenknochen umdifferenziert (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Im Vergleich zu Lamellenknochen weist Geflechtknochen, dessen Kollagenfaserbiindel
unregelmafig in der Grundsubstanz verlaufen, einen grol3eren Zellreichtum, eine diffuse
Verteilung der Osteozyten und einen geringeren Anteil anorganischer Bestandteile auf.
Wahrend Lamellenknochen entlang mechanischer Kraftlinien wachst, erfolgt das Wachstum
des Geflechtknochens entlang der Kapillaren (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Lamellen beschreiben 3-7 pum dicke Knochenschichten aus Osteozyten und parallel
verlaufenden, schraubenférmig angeordneten Kollagenfasern. Dieses Bauprinzip dient der
Modellierung von Zug- und Druckbelastungen auf den Knochen (BUCHER, WARTENBERG,
1997).

Zwischen zwei Lamellen liegen in den Knochenhdhlen (Lacunae osseae) die Osteozyten.

Von den Lakunen ziehen radidr Knochenkanalchen (Caniculi ossei) mit eingeschlossenen
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Osteozytenfortsatzen zu benachbarten Osteonen und stellen so eine Verbindung zum
Havers-Kanal her (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Neben den Osteozyten enthalt der Knochen mesenchymale Vorlauferzellen, Osteoblasten
und Osteoklasten. Die mesenchymalen Vorlauferzellen, die an der inneren und &uf3eren
Knochenoberflache sowie in den Havers-Kanélen liegen, verwandeln sich bei
entsprechender -hauptsachlich hormoneller- Stimulation in Osteoblasten (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996). An der Oberflache der Knochenbalkchen wird von den Osteoblasten
neue Knochengrundsubstanz gebildet und im weiteren Verlauf mit Hilfe der alkalischen
Phosphatase mineralisiert (beim Menschen in der Spongiosa nach etwa 25, in der Kortikalis

nach etwa 35 Tagen).

Inaktive Osteoblasten liegen der Knochenoberflache auf und werden in diesem
Zusammenhang auch Belegzellen (Lining Cells) genannt. Diese Osteoblasten wandeln sich
in Osteozyten um, nachdem sie vollstandig von neu produziertem Osteoid umschlossen
wurden (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Osteoklasten entwickeln sich im Gegensatz zu den Ubrigen Knochenzellen, die
mesenchymalen Ursprungs sind, aus hamatopoetischen Vorlauferzellen. Sie dienen in Form
von mehrkernigen Riesenzellen dem Abbau mineralisierter Knochengrundsubstanz.
Osteoklasten liegen in Vertiefungen an der Knochenoberflache (Howship-Lakunen) oder in
der Kortikalis, in der sie Gefal3kandle fur neue Osteonen formen. So baut ein Osteoklast
dieselbe Menge an Knochen ab, die etwa 100-150 Osteoblasten zeitgleich produzieren
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Die Interzellularsubstanz (Knochengrundsubstanz) besteht zu 65 % aus anorganischen und
zu 35 % aus organischen Komponenten. Die anorganische Knochengrundsubstanz setzt
sich vor allem aus Knochenmineralien wie Calciumphosphaten und Calciumcarbonaten
zusammen. Die organische Matrix unterteilt sich zu etwa 90 % in Kollagen und zu etwa 10 %
in nicht-kollagene Proteine und Lipide (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996).

Mit Ausnahme der knorpeligen Gelenkflachen wird der Knochen von Periost Giberzogen. Das

Periost wird funktionell in zwei unterschiedliche Schichten unterteilt:

e Stratum fibrosum

e Stratum osteogenicum
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Das Stratum fibrosum ist durch Kollagenfaserblindel (Sharpey-Fasern) mit der Kortikalis teils
fest, teils locker verbunden. Am Ansatz der Sehnen und Bénder wird die Zugbelastung auf
den Knochen verringert, indem die Kollagenfasern der Sehnen und Bénder in das Stratum
fibrosum einstrahlen und somit die Zugkrafte auf eine groRRere Ansatzflache verteilen
(SCHIEBLER, SCHMIDT, 2003).

Das, auch als Kambiumschicht bezeichnete, Stratum osteogenicum enthélt kleine Gefal3e
und Kapillaren, die die Volkmann- und Havers-Gefalle der Kompakta versorgen und somit
die Erndhrung der Knochensubstanz ermdglichen. Auerdem fiihrt es sensible
Nervenfasern, die die Schmerzempfindungen im Bereich des Periosts hervorrufen. Des
Weiteren tragt das Stratum osteogenicum zur Neubildung von Knochensubstanz bei, da hier
eine Differenzierung der Osteoblasten wahrend des periostalen Knochenwachstums
stattfindet. Die Osteoblastendifferenzierung nimmt nach Abschluss des physiologischen
Knochenwachstums ab, setzt allerdings erneut im Rahmen der Frakturheilung ein (periostale
Knochenneubildung) (SCHIEBLER, SCHMIDT, 2003).

Das Knochenmark wird beim Menschen wahrend der Embryogenese zunachst als so
genanntes rotes blutbildendes Mark angelegt, in dem sich ab dem 5.-6. Fetalmonat die
Hamatopoese etabliert. Wahrend primar das Knochenmark aller Knochen an der
Blutneubildung beteiligt ist, wird in den langen Rohrenknochen das rote Mark ab dem
vollendeten ersten Lebensjahr zunehmend von gelbem Fettmark ersetzt. Somit beschrankt
sich die Blutbildung im hoheren Lebensalter weitestgehend auf die kurzen und platten
Knochen. Im Bedarfsfall (chronische Hypoxie und Anémie) ist eine Umkehr dieser
Entwicklung moglich (BOCKER et al., 2004).

Histologisch besteht das Knochenmark aus hamatopoetischen Zellen, Stroma und
BlutgefaRen. Das Stroma enthalt zudem Retikulozyten, Lipozyten und Osteoblasten. Die,
von den Retikulozyten gebildete, Matrix bindet hdmatopoetische Wachstumsfaktoren und
Interleukine und préasentiert sie in biologisch aktiver Form den ha&matopoetischen Zellen
(BOCKER et al., 2004).
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2.1.3 Physiologie

Die Hauptaufgaben des Knochens sind:

e Stitzfunktion
e Strukturfunktion
e Mobilitatsfunktion

e Calciumhomoostase

Unabdingbare Voraussetzung fir die Aufrechterhaltung dieser Funktionen sind, sich standig
wiederholende, Formations- und Resorptionsvorgange, die durch die folgenden Ablaufe
gekennzeichnet sind:

e Wachstum
¢ Modeling

¢ Remodeling

Das Knochenwachstum findet vor allem an den Epiphysenfugen statt und fihrt dort zu einem
Langenzuwachs sowie zu einer Zunahme der Knochenmasse an sich (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1996).

Die Fahigkeit des Knochens, auf spezifische mechanische Erfordernisse mit gezielten
Formveranderungen zu reagieren, bezeichnet man als Modeling. Diese Fahigkeit ist
besonders wahrend der Wachstumsphase ausgepragt und nimmt mit zunehmendem Alter
stark ab (FLEISCH, 1997).

Remodeling beschreibt dynamische Umbauprozesse im Knochen, die belastungsunabhangig
sind und somit auch zu keiner Zunahme an Knochenvolumen fiihren. Ziel dieses Vorganges,
der ein Leben lang ablauft, ist unter anderem die Reparatur von Mikrofrakturen. Unter
Coupling versteht man das standige Gleichgewicht von Knochenresorption und neuem
Knochenanbau; die dazugehdrige morphologische Struktur wird als Basic Remodeling Unit
(BRU) bezeichnet (FLEISCH, 1997).

11
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2.2 Frakturheilung

2.2.1 Priméare Frakturheilung

Unter priméarer Frakturheilung versteht man die Vereinigung von Frakturfragmenten unter
Umgehung einer &aufleren Kallusmanschette. In Abhéngigkeit von der absoluten
Frakturspaltweite (beim Menschen gréRer oder kleiner als etwa 0,2 mm) unterscheidet man
Kontaktheilung und Spaltheilung.

Im Rahmen der Kontaktheilung erfolgt die Knochenregeneration durch longitudinal
einwachsende Osteone. Dabei ,bohren® Osteoklasten einen so genannten Resorptionskanal
in die Kortikalis des gegenuberliegenden Fragmentes und ebnen somit den Weg fir
Osteoblasten, welche konsekutiv im Zuge der Wiederauffullung des Resorptionskanals,
Lamellenknochen bilden. Auf diesem Wege werden die Knochenfragmente direkt
miteinander vereinigt (RUTER et al., 2003).

Im Rahmen der Spaltheilung wird der Frakturspalt innerhalb von 3-4 Wochen zundchst mit
Geflechtknochen aufgefillt. AnschlieBend wird in einer zweiten Phase das neu gebildete
Knochengeflecht zu Lamellenknochen, der parallel zur Schaftachse ausgerichtet ist,
umgebaut (RUTER et al., 2003).

Voraussetzung fir eine primare Frakturheilung ist eine ausreichende Vaskularitéat sowie eine
mechanische Frakturstabilitat. Das medullare GefalRsystem wird dabei innerhalb weniger
Tage im Sinne einer Kapillaraussprossung wiederhergestellt. Dies wird im Allgemeinen nur

nach einer Frakturstabilisierung mittels Osteosynthese erreicht (RUTER et al., 2003).

Ob unter den oben genannten Voraussetzungen an der Maus ebenfalls eine primare
Knochenbruchheilung mdoglich ist, ist bislang nicht bekannt. Bis dato angewandte
Frakturmodelle an der Maus fuhren zu einer sekundaren Frakturheilung (HILTUNEN et al.,
1993; MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004).

2.2.2 Sekundare Frakturheilung

Die Mehrzahl der Frakturen heilt durch eine sekundare Frakturheilung aus. Diese Art der

Frakturheilung erfolgt immer dann, wenn keine anatomische Reposition der
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Knochenfragmente erreicht wird. Die sekundare Knochenbruchheilung lasst sich in flnf, sich

teilweise Uberlappende, Phasen gliedern:

e Frakturphase

e Entziindungsphase

e Granulationsphase

e Phase der Kallushartung

¢ Phase des Modeling und Remodeling

Die Frakturphase erstreckt sich vom Einsetzen einer Gewalteinwirkung auf den Knochen und
das ihn umgebende Weichteilgewebe bis zu dem Augenblick, in dem die gesamte Kraft
durch den brechenden Knochen und das umliegende Gewebe aufgehoben wird. Dieser
Vorgang verletzt Kortikalis, Spongiosa, Knochenmark, Periost und in unterschiedlichem
Ausmal3 angrenzende Weichteile und fuhrt so zu einem Hamatom im Frakturbereich
(RUTER et al., 2003).

Unmittelbar im Anschluss an die Frakturphase setzt eine UberschieRende
Kapillaraussprossung sowie eine Kaskade der Proliferation, Migration und Differenzierung
von uberwiegend pluripotenten Stammzellen, polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und Mastzellen ein. Die Rolle der Mastzellen ist bisher nicht eindeutig geklart,
es wird aber vermutet, dass sie Uber die Ausschiittung von Heparin und heparinahnlichen
Substanzen die lokale Vaskularisation und Zellmigration beeinflussen. Verschiedene Studien
propagieren zudem, dass die, aus dem hamatopoetischen System stammenden, Mastzellen
als Vorlauferzellen der Osteoklasten angesehen werden kénnen (BOYLE et al., 2003;
RUTER et al., 2003; TEITELBAUM, ROSS, 2003).

In dieser friihen Phase der Frakturheilung scheint die Angiogenese eine wichtige Rolle fur
die Zellmigration und die Zellnutriation zu spielen. Zudem wird diskutiert, dass
mesenchymale Vorlauferzellen direkt dem einsprieRenden GeféaRendothel entstammen
(TREMAIN et al., 2001). Die gesteigerte Gewebsperfusion wéhrend der Entziindungsphase
erfolgt unter einer so genannten ,Flussumkehr®. Unter physiologischen Bedingungen wird die
Kortikalis zentrifugal, das heif3t zu etwa zwei Drittel Gber die Markraumgefal3e erndhrt. Nach
Frakturierung wird die Kortikalis dagegen hauptsachlich Uber die periostalen Gefal3e
perfundiert. Beim Menschen erreicht die Durchblutung in der zweiten Woche nach dem

Trauma ein Maximum mit Werten um das Sechsfache der Norm (RUTER et al., 2003).
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Zwischen der Kambiumschicht des Periosts und der Knochenoberflache liegen so genannte
Spindelzellen. Morphologisch sind Spindelzellen von normalen Fibroblasten nicht zu
unterscheiden. Da aus Spindelzellen allerdings Osteoblasten hervorgehen kdnnen, werden
sie auch Osteoprogenitorzellen genannt (RUTER et al., 2003).

Nach 2-3 Tagen ist beim Menschen die Entziindungsphase abgeklungen. Das Hamatom, in
dem sich bereits ein lichtes Netz von Fibrin und Kollagenfibrillen nachweisen lasst, wird
rasch durch Granulationsgewebe, bestehend aus Lymphozyten, Fibroblasten, neu
gebildetem Kollagen und zahlreichen Kapillaren, ersetzt. In unmittelbarer Nachbarschaft zu
Fibroblasten finden sich innerhalb von Kollagenfibrillen bereits in diesem friihen Stadium der
Frakturheilung Mineraldepots. Der so genannte weiche Kallus wird durch erste
Granulationsgewebsbriicken zwischen den Knochenfragmenten gebildet. In dieser Phase
beginnt auch der Abbau der abgestorbenen Fragmentenden durch Osteoklasten. Aus
mesenchymalen Vorlauferzellen differenzieren Chondroblasten, wahrend subperiostal eine
direkte Knochenneubildung durch Osteoblasten einsetzt (desmale Ossifikation oder ,primare
Kallusreaktion) (RUTER et al., 2003).

Zur gleichen Zeit wandert ein so genanntes Blastem aus dem Markraum in das
Frakturhamatom ein und fillt den Frakturspalt als medullarer Kallus. Beim Menschen sind
nach etwa 3-4 Wochen die Fragmente durch Bindegewebe und Knorpel weich miteinander
verbunden (RUTER et al., 2003). An der Maus ist dieses Stadium der Frakturheilung bereits
nach 10-14 Tagen zu beobachten (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004).

Durch die zunehmende Mineralisation der Grundsubstanz ,hartet der Kallus aus®. Die
Mitochondrien hypertropher Chondrozyten liefern das hierfur notwendige Calcium. Im
Gegensatz zu reifem Lamellenknochen verlauft der entstehende Geflechtknochen
(enchondrale Ossifikation) nicht entlang mechanischer Belastungslinien, sondern entlang
neuer Kapillarsprosse. Zeitgleich erfolgt frakturspaltfern eine periostale
Osteoblastenproliferation und somit eine Ablagerung von Geflechtknochen zwischen der

Diaphysenoberflache und dem Periost (intramembranose Ossifikation) (RUTER et al., 2003).

Auch wahrend der Frakturheilung ist fir den Abbau des nekrotischen Knochens sowie fur
den Umbau des mineralisierten Knorpels in Knochen die so genannte BRU verantwortlich.
Zusammengefasst wird calcificierter Knorpel durch Osteoklasten resorbiert und durch
osteoblastar gebildeten Geflechtknochen ersetzt (RUTER et al., 2003).
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Der, im Rahmen der Kallusbildung entstandene, Geflechtknochen wird entsprechend seiner
mechanischen Belastung in Lamellenknochen umgewandelt (Modeling). Den Abschluss der
Knochenbruchheilung stellt die Wiederherstellung der normalen Knochenkontur sowie des
urspriinglichen Markraums dar (Remodeling) (RUTER et al., 2003).

2.3 Frakturmodelle

Obwohl in der Vergangenheit zahlreiche Erkenntnisse Uber die Physiologie der
Knochenbruchheilung durch klinische Studien am Menschen sowie durch In-vitro-Studien
gewonnen werden konnten, sind Tiermodelle bis heute essentieller Bestandteil der
Frakturheilungsforschung. In diesem Zusammenhang wurden zahlreiche Frakturmodelle an
verschiedenen Saugetierarten entwickelt. In Abhéngigkeit von der jeweiligen Fragestellung
der Studie wurden Spezies unterschiedlichster Gré3e und Anatomie von Kleinnagetieren wie
der Maus (HILTUNEN et al., 1993) bis hin zu Grof3tiersaugern wie etwa dem Schaf (CHEAL
et al.,, 1991; KIRKER-HEAD et al.,, 1995) als Versuchstiere gewahlt. Konsekutiv sollten
Unterschiede in der Anatomie der Spezies sowie der entsprechenden Biologie der
Knochenbruchheilung in dem Aufbau der Experimente und in der Interpretation der
Ergebnisse Beachtung finden, da eine Ubertragbarkeit der Studie auf den Menschen immer
diskutiert werden muss (RHINELANDER, 1974).

Seitens der Anatomie haben kleine Nagetiere wie Mause und Ratten den Nachteil, dass sie
eine recht primitive Knochenstruktur ohne Havers-System aufweisen. Kleine Nagetiere
benutzen fir das Remodeling im Rahmen der Knochenbruchheilung Resorptionshéhlen, die
sich in der Nahe der Fraktur bilden und sich in spateren Stadien der Knochenbruchheilung
mit Osteoblasten auffullen. Obwohl dieser Vorgang dem Remodeling bei vorhandenem
Havers-System sehr &hnlich ist, ist Giber die Relevanz dieser biologischen Unterschiede noch
wenig bekannt. Entsprechend kdnnen kleine Nagetiere nicht fur Studien verwendet werden,
die die Form, die Funktion und die Beschaffenheit des Havers-Systems untersuchen.
Phylogenetisch tritt das Havers-System erst bei Kaninchen auf, wenn auch hier mit

anatomischen Unterschieden zum Havers-System des Menschen (NUNAMAKER, 1998).

Trotz groRer Ahnlichkeiten im Genom der verschiedenen Saugetiere werden bestimmte
Gene in Abhéangigkeit von der jeweiligen Spezies zu unterschiedlichen Zeitpunkten
exprimiert. In tierexperimentellen Studien sollten daher Spezies-abhangige Unterschiede in

der zeitlichen Expression von Zytokinen stets Beachtung finden. Entsprechend ist die
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Dosierung sowie der Applikationszeitpunkt von Zytokinen im Rahmen tierexperimenteller
Studien immer zu diskutieren (NUNAMAKER, 1998).

Ein weiteres wichtiges Kriterium in der Auswahl eines entsprechenden Tiermodells ist die
unterschiedliche Response verschiedener Spezies auf Medikamente. So weisen
verschiedene Tierarten ein vollig unterschiedliches Metabolisierungspotential bestimmter
Wirkstoffe auf. Dies fuhrt zu differenten Effekten der Medikamente auf den Organismus der
jeweiligen Spezies und erfordert somit auch eine Anpassung der Applikationsdosis. Ein
Beispiel hierfir ist die toxische Wirkung von nichtsteroidalen Antiphlogistika auf Katzen und
Hunde (HERRGESELL, 1967; JONES et al., 1992).

Des Weiteren ist bekannt, dass das Alter der Versuchstiere einen entscheidenden Einfluss
auf die Frakturheilung hat. So weist etwa ein juveniler Knochen einen schnelleren
Heilungsablauf auf, als ein seniler Knochen (LU et al., 2005; LU et al., 2008). Als Hinweis auf
ein abgeschlossenes Knochenwachstum sollte ein Schluss der Wachstumsfuge radiologisch
nachweisbar sein (NUNAMAKER, 1998).

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden zahlreiche Tiermodelle fur die Reproduktion und
Analyse physiologischer und pathologischer Prozesse wahrend der Frakturheilung

entwickelt.

2.3.1 Maus

Wahrend priméar Grofdtiermodelle zur Untersuchung der Knochenbruchheilung benutzt
wurden, haben sich in jingerer Vergangenheit zunehmend Kleintiermodelle vor allem an der
Maus etabliert. Aufgrund der geringen Kosten fir die Beschaffung, Zucht und Haltung dieser
Spezies sind grof3e Versuchsgruppen gut realisierbar. Das Genom der Maus ist in seiner
Gesamtheit entschlisselt, was einen enormen Vorteil in der Durchfihrung
molekularbiologischer Studien darstellt. Konsekutiv existiert fur keine andere Spezies ein
derart groBes Spektrum verflgbarer transgener Stdmme sowie spezifischer Antikorper
(ROSSANT, NAGY, 1995). Wie oben bereits erwahnt, besitzt die Maus —wie auch die Ratte—
im Gegensatz zu grol3eren Tieren eine recht primitive Knochenstruktur ohne Havers-System.
Diese anatomische Besonderheit sollte im Hinblick auf die Ubertragbarkeit von Ergebnissen
auf den Menschen stets beachtet werden. Eine grof3e Herausforderung in der Entwicklung
von Frakturmodellen an der Maus stellt die diffizile Anatomie dieser Spezies dar. So verlangt

die Frakturierung und osteosynthetische Stabilisierung eines Mausefemurs mit einer Lange
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von etwa 15 mm und einem Durchmesser von etwa 1,5 mm ein hohes Mall an
handwerklichem und operativem Geschick (HOLSTEIN et al., 2007).

In den bis dato publizierten Frakturmodellen an der Maus wurde die Knochenbruchheilung
vor allem an der Rippe, der Tibia sowie dem Femur untersucht (BOURQUE et al., 1992;
HILTUNEN et al., 1993; NAKASE et al, 1994; MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004;
HOLSTEIN et al., 2007).

Frakturmodelle an Rippen eignen sich aufgrund der unginstigen Anatomie schlecht fur
biomechanische  Testmethoden und wurden daher fast ausschlieRlich  fur
Genexpressionsanalysen wahrend der Frakturheilung angewandt (NAKASE et al., 1994; ITO
et al., 1999; YAMAGIWA et al., 1999).

Im Gegensatz zur Rippe eignen sich die Tibia sowie das Femur gut flr biomechanische
Testungen. Die anatomischen Vorteile des Mausefemur gegentber der Tibia liegen in einem
einheitlichen runden Querschnitt bei guter Weichteildeckung (CHEUNG et al., 2003).
Grundsatzlich wird bei Tibia- und Femur-Frakturmodellen an Maus und Ratte zwischen
geschlossener und offener Frakturierung unterschieden. Die geschlossenen Frakturmodelle
lassen sich im Wesentlichen auf das von Bonnarens und Einhorn 1984 an der Ratte
beschriebene Modell zurtickzufiihren (BONNARENS, EINHORN, 1984). Basierend auf einer
stumpfen Guillotine wird hierbei ein standardisierter transverser Frakturverlauf unter
minimalem Weichteilschaden erzeugt. Das entsprechende Modell an der Maus wurde von
Hiltunen und Kollegen 1993 an der Tibia (HILTUNEN et al., 1993) sowie von Manigrasso und
O’Connor 2004 am Femur publiziert (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Fir die offene
Femurfrakturierung wird meist ein lateraler longitudinaler Zugang gewéhlt, um den Knochen
unter Sicht zu frakturieren oder zu osteotomieren (CHEUNG et al., 2003). In den meisten
Frakturmodellen an Maus und Ratte werden der Femur beziehungsweise die Tibia nach
definierten Zeitabschnitten explantiert, und die Knochenbruchheilung mit radiologischen,
biomechanischen und histologischen Methoden analysiert. Die biomechanische Testung wird
mehrheitlich als Drei-Punkt-, Vier-Punkt- oder Rotationsmessung durchgefihrt (HOLSTEIN
et al., 2007).

Als groBer Nachteil der intramedullaren Pin-Stabilisierung, die mehrheitlich als
Osteosynthesetechnik an der Maus eingesetzt wird, ist die unzureichende Rotationsstabilitéat
im Frakturbereich anzusehen. AuRerdem wurde aufgrund der schwierigen Reposition eine
Frakturierung urspriinglich nur nach vorheriger Implantateinbringung durchgefiihrt
(NUNAMAKER, 1998; RUTER et al., 2003). Durch die Entwicklung eines Fixateur externes
(CHEUNG et al.,, 2003) sowie einer winkelstabilen Platten-Osteosynthese fir das
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Mausefemur (MATTHYS, PERREN, 2008) konnte im Gegensatz zur Marknagelung eine
suffiziente Stabilitdt im Frakturspalt erzielt werden. Da die genannten Implantate allerdings
offen eingebracht werden mussen, besitzen diese Osteosyntheseverfahren eine hohere
Invasivitat als die Marknagelung (CHEUNG et al., 2003).

Um das ,mechanical environment® innerhalb des Frakturspaltes zu standardisieren,
entwickelte unsere Arbeitsgruppe kurzlich ein Verriegelungsmarknagel-Modell, in dem durch
eine beidseitige Abflachung einer herkdmmlichen Spritzkanlle erstmals eine rotationsstabile,
geschlossene Osteosynthese erreicht wurde (HOLSTEIN et al., 2007). Im Gegensatz zu dem
Fixateur externe, als dem bis dato einzigen rotationsstabilen Osteosyntheseverfahren an der
Maus, erfordert das Verriegelungsmarknagel-Modell keinen offenen lateralen Zugang. Unter
Verwendung eines Fuhrungsdrahtes ist zudem eine geschlossene Frakturierung ohne
liegendes Implantat moglich (HOLSTEIN et al., 2007). In Weiterentwicklung dieses Modells
wurde eine rotations- und zusatzlich achsstabile intramedullare Kompressionsschraube
konzipiert, welche in der vorliegenden Arbeit flr die Frakturstabilisierung verwendet wurde
(HOLSTEIN et al., 2009b).

2.3.2 Ratte

Im Gegensatz zur Maus ist die Ratte schon seit langerer Zeit als Tiermodell fiir die
Untersuchung der Frakturheilung etabliert. Dabei werden vor allem Femur, Tibia, Schadel,
Metatarsale, Radius und Ulna als Frakturlokalisation genutzt (BAK, JENSEN, 1992; UTVAG
et al., 1994; HIETANIEMI et al., 1995; GURGEL et al., 2005; HEINO et al., 2008). Der grol3e
Vorteil der Ratte gegeniiber der Maus liegt in ihrer Koérpergrof3e, was vor allem das operative
Handling, aber auch die biomechanische Knochentestung deutlich erleichtert. Grundsatzlich
sind die Tibia- und Femur-Frakturmodelle an der Ratte mit denen an der Maus vergleichbar.
Instabile Pin-Osteosynthesen (BONNARENS, EINHORN, 1984) werden mittlerweile auch an
der Ratte zunehmend durch stabile Fixationstechniken wunter Verwendung von
Verriegelungsmarknageln, Platten, sowie externen Fixateuren erganzt (KOLLN et al., 1983;
KASPAR et al.,, 2007; RUSSELL et al., 2007; SCHOEN et al., 2007; WINGERTER et al.,
2007; DROSSE et al., 2008; WILLIE et al., 2009).

2.3.3 Kaninchen

Neben Ratte und Maus ist das Kaninchen die dritte Nagetier-Spezies, die haufig fir Studien
zur Knochenbruchheilung genutzt wird (ASHHURST et al.,, 1982; STRONG et al., 1992;
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STAFFORD et al.,, 1994). Aufgrund der KorpergroRe dieser Tierart sind biophysikalische
Untersuchungen praktikabler als bei Klein-Nagern. Stabilisierungssysteme, die vor allem an
der Maus eine hohe technische Herausforderung darstellen, wie etwa Fixateur externe,
Platte, Schraube, oder Verriegelungsnagel sind am Kaninchen ohne allzu grol3en
technischen Aufwand zu konstruieren und anzuwenden (DANCKWARDT-LILLIESTROM et
al., 1970; BRIGHTON et al., 1985; KAPLAN et al., 1985; PILLA et al., 1990; DEIBERT et al.,
1994). Im Gegensatz zu gréReren Saugetieren wie etwa dem Hund oder Schaf erlaubt die
KdrpergrolRe des Kaninchens die Applikation hoherer Dosen kostenintensiver Substanzen.
Entsprechend sind auch die Kosten fur Anschaffung, Zucht und Haltung von Kaninchen
gegeniber Grol3-Saugern tberschaubar (CRITCHLOW et al., 1995).

2.3.4 Katze

Die Knochenbruchheilung an der Katze wurde bislang sowohl im Rahmen von
veterinarmedizinischen Therapiestudien als auch im Rahmen von Forschungsarbeiten an
Frakturmodellen untersucht (NEWTON, ZEITLIN, 1977; HENRY et al., 1985; TOOMBS et al.,
1985; PUECH et al., 1990). Dabei wurden verschiedenste Methoden hinsichtlich operativer
Stabilisierung sowie konservativer Behandlung von Frakturen, aber auch hinsichtlich des
Einheilverhaltens von Knochentransplantaten beschrieben (HENRY et al., 1985; PUECH et
al., 1990). Die Anatomie der langen Roéhrenknochen der Katze, inshesondere des Femurs
beglnstigt aufgrund einer langen und geraden Konfiguration die Einbringung von
intramedullaren Implantaten aber auch von Platten- und Schrauben-Osteosynthesen
(TOOMBS et al., 1985).

2.3.5 Hund

Da die Frakturheilung am Hund von grol3em Interesse fir die Veterindrmedizin ist, sind viele
Informationen Uber die Behandlung und die biologischen Heilungsablaufe von Frakturen am
Hund verfiigbar (JOHNSON, STEIN, 1988). Aber auch im Rahmen von tierexperimentellen
Studien ist der Hund ein beliebtes Modell fir die Untersuchung der Frakturheilung. Hierbei
wurden zahlreiche Frakturmodelle mit internen und externen Stabilisierungstechniken, aber
auch Modelle ohne Stabilisierung sowie Modelle mit verzogerter und ausbleibender
Frakturheilung entwickelt (MULLER et al., 1968; DAVY, CONNOLLY, 1982; DAUM et al.,
1983; LEWALLEN et al., 1984; LENEHAN et al., 1985; CHAO et al., 1989; GEORGIADIS et
al., 1990; ROUSH, WILSON, 1990; HECKMAN et al., 1991; EGGER et al., 1993; VOLPON,
1994; PETER et al., 1996).
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2.3.6 Schaf

Vor allem fir die Entwicklung und Testung neuer Human-Implantate ist das Schaf ein
beliebtes Versuchstier (NUNAMAKER, PERREN, 1979; STEEN et al., 1988; CHEAL et al.,
1991; RICHARDSON, NUNAMAKER, 1991; KIRKER-HEAD et al., 1995). So nutzten sowohl
die Arbeitsgemeinschaft fur Osteosynthese (AO) als auch die Association for the Study of
Internal Fixation (ASIF) wiederholt das Schaf als Versuchstier fiir die Untersuchung der
Frakturheilung unter Verwendung einer Platten-Osteosynthese (PERREN et al., 1969;
SCHENK, WILLENEGGER, 1977; NUNAMAKER, PERREN, 1979). Entsprechend ist die
primare Knochenbruchheilung an dieser Spezies, bei der das Remodeling tUber das Havers-
System erfolgt, gut beschrieben (SCHENK, WILLENEGGER, 1977). Des Weiteren wurden
Schafe aber auch fur Studien zur intramedullaren Marknagelung verwendet (STEEN, FJELD,
1989; SCHEMITSCH et al., 1994; SCHEMITSCH et al., 1995). Da Schafe die behandelte
Extremitat frih belasten, sind Studien, die die sekundare Frakturheilung nach intramedullarer
Stabilisierung untersuchen, am Schaf aufgrund des erwiinschten Kompressionseffektes gut
durchfiihrbar. Die relativ hohen Kosten fir Zucht und Haltung der Tiere limitieren allerdings
die Verwendung grof3er Versuchsgruppen (NUNAMAKER, 1998).

2.3.7 Ziege

Im Gegensatz zum Schaf hat sich die Ziege als Versuchstier zur Untersuchung der
Knochenbruchheilung bis dato nicht durchgesetzt (CURTIS et al., 1995). Unter anderem die
hohe Inzidenz von Pathologien und Erkrankungen des Bewegungs- und Stlitzapparates -wie
etwa die infektiose Ziegenarthritis- limitieren die Aussagekraft von konventionellen
Frakturheilungsstudien an dieser Spezies (ADAMS et al., 1983).

2.3.8 Pferd

Aufgrund des hohen Kdrpergewichtes und der hohen Haltungs- und Zuchtkosten ist das
Pferd als Versuchstier fur Frakturheilungsstudien nicht geeignet. Als Folge einer mangelnden
Compliance ist eine suffiziente Frakturheilung selbst unter hohem veterinarmedizinischem
Aufwand haufig nicht moglich. Entsprechend ist der Versuch einer osteosynthetischen
Frakturversorgung am Pferd eine enorme technische und veterindrmedizinische
Herausforderung, die tierexperimentelle Studien an dieser Spezies nicht rechtfertigt
(NUNAMAKER et al., 1991).
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2.3.9 Primaten

Die Knochenstruktur von Primaten ist entsprechend der Phylogenese mit der des Menschen
groftenteils vergleichbar. Aus ethischen Grinden sind Studien zur Frakturheilung an
Primaten dennoch weitestgehend obsolet (NUNAMAKER, 1998).

2.4 Homocystein

2.4.1 Methionin-Homocystein-Stoffwechsel

Homocystein (HCY) ist ein schwefelhaltiges Intermediarprodukt im Stoffwechsel der
essentiellen Aminosaure Methionin (Abb. 1) (FINKELSTEIN, MARTIN, 1984; FINKELSTEIN,
1990, 1998). Mit der Nahrung aufgenommene Proteine stellen die exklusive exogene
Methioninquelle des menschlichen Organismus dar. Methionin spielt eine zentrale Rolle bei
der Bereitstellung von Methylgruppen fir eine Vielzahl von Akzeptoren, wie z. B. die
Desoxyribonukleinsdure (DNA), die Ribonukleinsdure (RNA), Epinephrin, Melatonin oder
Kreatin (CHIANG et al., 1996). Der erste Schritt der Metabolisierung von Methionin ist seine
Aktivierung durch eine Kopplung an einen Adenosylrest aus Adenosintriphosphat (ATP).
Dabei wird energiereiches S-Adenosylmethionin (SAM) gebildet, das seine Methylgruppe
leicht abgeben kann. SAM ist der wichtigste Methylgruppendonator im Zellstoffwechsel. Bei
der Methylgruppentibertragung (Transmethylierung) auf potentielle Akzeptoren werden meist
Stickstoff- oder Sauerstoffatome methyliert. Bei der Transmethylierung entsteht S-
Adenosylhomocystein (SAH), das durch Hydrolyse in Adenosin und HCY aufgespalten wird
(FINKELSTEIN, 1990, 1998).

Da HCY toxisch ist, muss seine Konzentration in der Zelle niedrig gehalten werden. Dafur
stehen der Zelle prinzipiell drei Mdglichkeiten zur Verfigung: der Export aus der Zelle, die
Remethylierung zu Methionin oder der irreversible Abbau Uber eine Transsulfurierung zu
Cystein und Glutathion (FINKELSTEIN, 1990, 1998).

Bei der Remethylierung wird eine, von dem Vitamin 5-Methyltetrahydrofolsdure (5-MTHF)
bereitgestellte, Methylgruppe durch das Vitamin-B12-abhangige Enzym Methioninsynthase
(MS) auf HCY ubertragen. Im Rahmen der Transsulfurierung kondensieren HCY und Serin
zu Cystathionin. Diese Reaktion wird durch das Enzym Cystathionin-p-Synthase (CBS)
katalysiert. Anschliel3end wird das gebildete Cystathionin durch das Enzym y-Cystathionase

(CS) irreversibel in Cystein und Glutathion abgebaut. CBS und CS benétigen als Kofaktor
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Vitamin B6. Hieraus erklart sich, dass Folsadure, Vitamin B6 und Vitamin B12 fir die
Gewabhrleistung einer konstant niedrigen HCY-Konzentration im Organismus essentiell sind.
Mangel an Folsaure, Vitamin B6 und Vitamin B12 fihren somit durch eingeschrankte
Enzymaktivitaten zu einer Abbauhemmung mit einer konsekutiven intrazellularen
Konzentrationserhéhung von HCY. Wegen seiner Zytotoxizitdt wird HCY in diesem Fall
zunehmend aus der Zelle exportiert, so dass es im Plasma vermehrt nachweisbar wird
(SELHUB et al., 1993; JACQUES et al., 1996; DURAND et al., 2001).

Die Metabolisierung von HCY erfolgt hauptsachlich (zu etwa 70 %) in der Niere
(Nierenepithelien). Im Harn gesunder Probanden lassen sich aber nur geringe Mengen HCY
nachweisen. Eine Einschrankung der Nierenfunktion ist von einer Verminderung der
Remethylierungs- und Transsulfurierungsrate begleitet, was zu einer Akkumulation von HCY
mit konsekutiver Hyperhomocysteinemie (HHCY) fihrt (VAN GULDENER, ROBINSON,
2000; VAN GULDENER et al, 2001, 2005). Patienten mit einer eingeschrankten
Nierenfunktion haben deshalb besonders haufig eine HHCY und besitzen ein besonders
hohes kardiovaskulares und osteoporotisches Risiko (HERRMANN et al.,, 1999; VAN
GULDENER, ROBINSON, 2000; VAN GULDENER et al., 2005).

Hinsichtlich der Bewertung der HHCY werden eine moderate (12-30 pmol/l), eine
intermediare (30-100 pmol/l) und eine schwere (> 100 pmol/l) HHCY voneinander
unterschieden (STANGER et al., 2003). Ursachen der moderaten HHCY sind meist ein
Mangel an Folsdure, Vitamin B6 und Vitamin B12. Eine intermediare und schwere HHCY
wird im  Wesentlichen durch  homozygote  Enzymdefekte oder chronische
Nierenerkrankungen hervorgerufen (STANGER et al., 2003). Die haufigsten Ursachen fur
einen Mangel an B-Vitaminen stellen eine unzureichende Zufuhr tber die Nahrung, eine
reduzierte Absorption Uber den Darm, sowie Medikamenten-Interaktionen dar. Personen, die
sich einseitig ernéhren (z.B. Vegetarier, Alkoholiker), alte Menschen, Schwangere, Patienten
mit Nierenkrankheiten oder malignen Erkrankungen sind besonders gefahrdet, eine HHCY
auszubilden (STANGER et al., 2003). Der Folatmangel ist der haufigste Vitaminmangel in
unseren Breitengraden. Er wird durch einen Mangel beziehungsweise einen unzureichenden
Verzehr von frischem Obst und Gemiise beginstigt (STANGER, 2002). Die taglich
empfohlene Zufuhr von 400 pg Folséduredquivalenten wird somit haufig unterschritten
(STANGER et al., 2003). In einigen Landern wird die Nahrung zunehmend mit Folsaure
angereichert. In den westlichen Landern, in denen keine Anreicherung mit Folsdure erfolgt,
schwankt die Pravalenz einer HCY-Serumkonzentration von tber 12 pmol/l zwischen 10 %
und 30 % bei Personen Uber 40 Jahren (HERRMANN et al., 1999; DE BREE et al., 2001).
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Zusatzlich zu ihren Funktionen als Kofaktoren fur die, am Stoffwechsel von HCY beteiligten,
Enzyme haben die Vitamine B6 und B12 sowie Folsdure weitere wichtige HCY-unabhangige
Eigenschaften (BENDER, 1994; CHASAN-TABER et al., 1996; ROBINSON et al., 1998;
VOUTILAINEN et al., 2001). Méangel an Folsdure und Vitamin B6 sind eigenstandige
Risikofaktoren fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Folsduremangel fiuhrt zudem zu
Hypomethylierungen, DNA-Schaden (Chromosomenstrangbriichen) und einer gestdrten
Zellproliferation mit einem deutlich erhéhten Malignomrisiko (KIM, 1999; STANGER, 2002).
Aufgrund der Kofaktorfunktion fir die MS und der Verknipfung mit der Folatutilisation kann
ein Mangel an Vitamin B12 trotz ausreichender Folatversorgung zu einer verminderten
Remethylierung und folglich zu einer Hypomethylierung fuhren. Dadurch wird HCY erhoht
und Folat, trotz suffizienter Plasmaspiegel, funktionell defizitdr (Folatfalle) (SHANE,
STOKSTAD, 1985).

Methyl-Akzeptor
(z. B. Neurotransmitter,
PPi Dopamin, DNA/RNA)

S-Adenosyl- = Methyliertes
ATP > methionin Produkt
(z. B. Kreatin)

| Methionin . S-Adenosyl-
N-N-Dimethyl- homocystein

glycin
H,0
Homocystein

Nahrung

Methionin-

THF Synthase Adenosin
(Vit.-B,z- 5-Methyl g Serin
Sl ethyl-
abhangig) THF Cystathionin-p-Synthase
Serin (Vit.-Bg-abhéngig)
Glycin
5,10-

y-Cystathionase i&ﬁ-» a-Ketobutyrat + NH, ------------ >
(Vit.-Bg-abhangig)

Cystein
Glutathion = €------------------ 1—'—"/ x-) $0,2

Abb. 1: Schematische Darstellung des Methionin-HCY-Stoffwechsels (STANGER et al., 2003). ATP —
Adenosintriphosphat, PPi — Pyrophosphat, THF — Tetrahydrofolat.
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2.4.2 Klinische Manifestationen der Hyperhomocysteinamie

Ein Zusammenhang zwischen erhohten HCY-Serumspiegeln und krankhaften
Veranderungen im menschlichen Organismus wurde erstmals im Jahr 1962 beschrieben.
Carson und Neil berichteten Uber das gehaufte Auftreten von erhéhten HCY-Konzentrationen
im Urin von geistig retardierten Kindern in Belfast (CARSON, NEILL, 1962). Diese Pathologie
wurde zeitgleich auch noch von zwei weiteren Arbeitsgruppen in Philadelphia und Milwaukee
entdeckt und erhielt den Namen Homocystinurie (GERRITSEN et al.,, 1962; SPAETH,
BARBER, 1965). Erste pathologische Untersuchungen ergaben ausgepragte Gefal3lasionen,
Thrombosen und eine Leberverfettung bei Patienten mit Homocystinurie (GIBSON et al.,
1964). Die GefaRveranderungen glichen denen von Patienten mit Marfan-Syndrom. In der
Folge wurden weitere Kklinische Manifestationen der Erkrankung gefunden, wie z. B.
Linsenektopie, Osteoporose, Skelettdeformitaten und ein beschleunigtes Kérperwachstum
(MCCULLY, 2005). Biochemische Analysen zeigten, dass der Homocystinurie ein Mangel
des Vitamin B6-abhangigen Enzyms CBS zu Grunde liegt (MUDD et al., 1964). Mittlerweile
sind etwa 100 Mutationen beschrieben, die mit dieser Erkrankung assoziiert sind (KRAUS et
al., 1999).

Bislang wurde ein erhohter HCY-Serum-Spiegel vor allem in Verbindung mit
GefalRerkrankungen wie koronaren Herzerkrankungen, cerebrovaskularen
GefalRerkrankungen oder thrombotischen Ereignissen in Zusammenhang gebracht
(HERRMANN, 2001, 2005; HERRMANN et al., 2007c). So konnte in zahlreichen retro- und
prospektiven Studien eine unabhéngige Beziehung zwischen einer HHCY und
kardiovaskularen Erkrankungen gefunden werden (GRAHAM et al., 1997; WALD et al.,
2002). Bei 20-50 % der Patienten mit koronaren Herzerkrankungen, cerebrovaskularen
Gefalierkrankungen, thrombotischen Ereignissen und peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (pAVK) wurden erhdohte HCY-Serum-Werte festgestellt (CAVALCA et
al., 2001; KNEKT et al., 2001; QUERE et al., 2002; SHIMIZU et al., 2002). In Tierversuchen
konnte dariiber hinaus auch eine mechanistische Rolle des HCY bei der Atherogenese
gezeigt werden (ZHOU et al., 2001; EL-SWEFY et al.,, 2002; ZULLI et al., 2004). Eine
weitere kardiale Manifestation der HHCY ist die chronische Herzinsuffizienz. Anhand der
Framingham-Studie ergibt sie eine erhohte Inzidenz der chronischen Herzinsuffizienz bei
Personen mit einem HCY-Plasmaspiegel > 11-12 pmol/l (VASAN et al., 2003).

Die besondere Rolle der HHCY als vaskularer Risikofaktor liegt warscheinlich an der
fehlenden Transsulfurierung in menschlischen Endothelzellen (CHEN et al., 1999). Dadurch

sind diese Zellen ausschlieRlich auf die Folat- und Vitamin B12-abhangige Remethylierung
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angewiesen. In der Folge kann die HCY-Synthese den Export leicht Ubersteigen und es
kommt zu einer intrazellularen HCY-Akkumulation, die zu einer spezifischen Zellschadigung
bis hin zum Zelluntergang fuhren kann. Daraus resultieren eine veranderte
GefalBmorphologie, eine erhohte  Entzundungsaktivitdt, eine  Aktivierung  der
Gerinnungskaskade sowie eine Hemmung der fibrinolytischen Eigenschaften des Endothels.
Insgesamt komt es zu einer gestorten Endothelfunktion und zur Induktion eines
prokoagulatorischen Milieus (HERRMANN, 2005).

2.4.3 Hyperhomocysteindmie und Knochenstoffwechsel

Trotz klarer Indizien aus Studien an Patienten mit Homocystinurie aus den 1960er Jahren
wurde der Zusammenhang zwischen einer HHCY und Knochenerkrankungen ber
Jahrzehnte nicht weiter untersucht. Erst im Jahr 2004 erschienen zwei grof3e
epidemiologische Studien, die eine starke Korrelation zwischen einer HHCY und dem Risiko
fur osteoporotische Frakturen zeigten (MCLEAN et al., 2004; VAN MEURS et al., 2004).

Im Laufe der letzten Jahre wurde eine Vielzahl klinischer Studien veroéffentlicht, die den
Zusammenhang zwischen einer HHCY und einem gestorten Knochenwechsel aufzeigen
(CAGNACCI et al., 2003; GOLBAHAR et al., 2004; MCLEAN et al., 2004; VAN MEURS et
al., 2004; DHONUKSHE-RUTTEN et al., 2005; HERRMANN et al., 2005a; MORRIS et al.,
2005; NILSSON et al., 2005; GJESDAL et al., 2006; GERDHEM et al., 2007; PERIER et al.,
2007). Ergebnisse aus aktuellen Tierversuchen und Studien an Zellkulturen liefern zudem
erste Daten uber die entsprechenden zugrunde liegenden pathophysiologischen Grundlagen
(HERRMANN et al., 2005b; HERRMANN et al., 2007b; OZDEM et al., 2007).

2.4.3.1 Klinische Studien

Aktuelle Daten aus der so genannten Rotterdam- und Framingham-Studie belegen eine
starke Zunahme des Frakturrisikos mit steigender HCY-Serumkonzentration (MCLEAN et al.,
2004; VAN MEURS et al., 2004). In der Rotterdam-Studie wurden 2.406 Personen Uber
11.253 Personenjahre beobachtet (VAN MEURS et al.,, 2004). Das relative Risiko fur
Frakturen betrug 1,4 fir jede Zunahme der HCY-Konzentration um eine
Standardabweichung. In der héchsten HCY-Quartile wurde das relative Risiko mit 1,9
berechnet. Unterschiede zwischen Mé&nnern und Frauen wurden nicht festgestellt (VAN
MEURS et al.,, 2004). Die Framingham-Studie untersuchte 1.999 Personen Uber einen
Zeitraum von 12,3 Jahren (MCLEAN et al., 2004). Manner und Frauen in der jeweils
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hochsten HCY-Quartile hatten im Vergleich zu Individuen in der 1. Quartile ein vier-,
beziehungsweise zweifach erhohtes Risiko, eine Oberschenkelhalsfraktur zu erleiden
(MCLEAN et al., 2004).

Ergebnisse weiterer klinischer Studien legen zudem einen Zusammenhang zwischen einem
Mangel an B-Vitaminen und einer reduzierten Knochenqualitat nahe. So konnte fur Patienten
mit einer pernizibsen Anamie (verursacht durch einen chronischen Vitamin-B12-Mangel) eine
signifikant erhohte Rate an proximalen Femurfrakturen, Wirbelkorperfrakturen und
Unterarmfrakturen aufgezeigt werden (MELHUS et al., 1999). Reynolds et al. berichten tber
eine  hohe Pravalenz an chronischem Vitamin-B6-Mangel bei Patienten mit
Oberschenkelhalsfrakturen (LUMBERS et al., 2001). Auch bei Patienten mit einer Folat-
Verwertungsstérung aufgrund einer reduzierten Aktivitat des Enzyms
Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) konnte eine HHCY verbunden mit einem
erhdhten Frakturrisiko beobachtet werden (ABRAHAMSEN et al., 2003; CAGNACCI et al.,
2003; VILLADSEN et al., 2005). Eine Placebo-kontrollierte Doppelblind-Studie aus Japan, in
der 600 Schlaganfall-Patienten mit einer reduzierten Knochendichte (Bone Mineral Density;
BMD) Uber zwei Jahre Folsaure und Vitamin B12 substituiert wurden, ergab eine Reduktion
der Frakturinzidenz unter Vitamingabe um 75 % im Vergleich zu Placebo-behandelten
Patienten. Im Gegensatz dazu konnte in anderen Studien ein allenfalls schwacher
Zusammenhang zwischen HCY, B-Vitaminen und der BMD gefunden werden (CAGNACCI et
al., 2003; GOLBAHAR et al., 2004; VAN MEURS et al., 2004; MORRIS et al., 2005).

Die Bestimmung der BMD mittels Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (DEXA) spiegelt im
Wesentlichen die Hohe der Knochenmineralisation wieder. Sie gibt allerdings keine Auskunft
Uber die Mikroarchitektur und die Komposition der organischen Knochenmatrix. Aber gerade
die Mikroarchitektur und die Zusammensetzung der Knochenmatrix sind fur die
biomechanischen Eigenschaften des Knochens von zentraler Bedeutung (ZIOUPOS et al.,
1999; SMALL, 2005; HERNANDEZ, KEAVENY, 2006). Des Weiteren ist die BMD ein sehr
trdger Parameter, der nur ein integrales Abbild des Knochenstoffwechsels tber die letzten
Monate und Jahre ermoglicht (DEAL, 2001; LENCHIK et al., 2002). Biochemische Serum-
Knochenmarker gelten deshalb als additives Frihdiagnostikum von Verdnderungen im
Knochenstoffwechsel (DELMAS et al., 2000). Sie erméglichen, den Knochenstoffwechsel
indirekt zu beurteilen und das individuelle Frakturrisiko von Patienten mit Osteoporose
abzuschétzen (DELMAS et al., 2000). Biochemische Knochenmarker werden unterschieden
in Knochenformations- und Knochenresorptionsmarker. Die meisten
Knochenresorptionsmarker sind Kollagen-I-Abbauprodukte, wie etwa Kollagen-I-C-terminale

Crosslinks (CTx), und koénnen sowohl im Urin als auch im Serum nachgewiesen werden.
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Knochenformationsmarker werden von Osteoblasten synthetisiert und beinhalten
beispielsweise Enzyme (z.B. Alkalische Phosphatase), Kollagene (z.B. Pro-Kollagen-Typ-I
sowie N- und C-terminales Peptid) und nicht-Kollagen-haltige Proteine der extrazellularen
Knochenmatrix (z.B. Osteocalcin) (HERRMANN et al., 2007a).

Die Gesamtheit der existierenden Daten zu einer potentiellen Korrelation zwischen einer
HHCY und Knochenmarkern lasst keine eindeutige Schlussfolgerung zu (HERRMANN et al.,
2005a). So konnten Herrmann et al. eine signifikante Korrelation zwischen dem
Knochenresorptionsmarker Desoxypyridinolin-Crosslinks (DPD) und HCY in peri- und
postmenopausalen Frauen nachweisen. Fir den Knochenformationsmarker Osteocalcin
konnte jedoch keine Korrelation nachgewiesen werden. Die Korrelation von HCY und DPD
konnte von anderen Arbeitsgruppen bestétigt werden (BODE et al., 2000; DHONUKSHE-
RUTTEN et al., 2005). Bode et al. berichteten Uber eine Beziehung zwischen HCY und
Kollagen-I-C-terminalen Crosslinks (ICTP) bei atherosklerotischen Patienten (BODE et al.,
2000). Jungste Daten aus der Longitudinal Aging Study Amsterdam (LASA) untermauern
eine Korrelation zwischen HCY und DPD. Darlber hinaus wurde in dieser Studie auch eine
signifikante Korrelation zwischen Vitamin B12 und DPD gefunden (DHONUKSHE-RUTTEN
et al., 2005). Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der oben genanten Studie von
Herrmann et al. fanden die Autoren der LASA zusatzlich einen signifikanten Zusammenhang
zwischen HCY und dem Knochenformationsmarker Osteocalcin. Allerdings waren diese
Zusammenhange nur bei gleichzeitig niedrigem Vitamin B12-Serumspiegel nachweisbar,
was auf eine wichtige Rolle des Vitamin B12 im Knochenstoffwechsel hinweist. Perier et al.
untersuchten 671 postmenopausale Frauen und fanden eine schwache Korrelation zwischen
HCY und dem Knochenresorptionsmarker CTx, die aber nach einem entsprechenden
Altersabgleich keine Signifikanz aufwies (PERIER et al., 2007).

Zusammenfassend zeigt die Mehrheit der Studien eine signifikante Korrelation zwischen
HCY und Knochenresorptionsmarkern, aber keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
HCY und Knochenformationsmarkern. Die Beziehung zwischen B-Vitaminen und
Knochenmarkern ist bislang unzureichend erforscht, so dass weitere Studien auf diesem
Gebiet notig sind (HERRMANN et al., 2007a).

Neben den beschriebenen Effekten von HCY auf den Osteoblasten-Osteoklasten-
Stoffwechsel wird zusétzlich ein Einfluss von HCY auf die extrazellulare Knochenmatrix
diskutiert. Die extrazellulare Knochensubstanz reprasentiert quantitativ den grof3ten Teil des
Knochengewebes und verleiht dem Knochen seine biomechanischen Eigenschaften. Typ-I-

Kollagen ist die Hauptkomponente der organischen extrazellularen Knochenmatrix. Es wird
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von Osteoblasten als einzelne Kette synthetisiert und sezerniert. Nach verschiedenen
extrazellularen Modifikationen verschmelzen drei Einzelketten zur Form einer Triple-Helix.
Ein bedeutender Schritt wahrend der Bildung der Triple-Helix ist die Quervernetzung
(Crosslinking) der drei einzelnen Ketten mit Hilfe enzymatischer Crosslinks (OXLUND et al.,
1995; BANSE et al., 2002). Diese Crosslinks tragen wesentlich zu den biomechanischen
Eigenschaften des Knochens bei (HERRMANN et al., 2007a).

Kollagen-Crosslinks kénnen in zwei Typen unterschieden werden:

e enzymatische Crosslinks, gebildet durch das Enzym-Lysyl-Oxidase (LOX)
e nicht-enzymatische Crosslinks, gebildet durch Glykation (advanced glycation

products)

Wahrend enzymatische Crosslinks fir die Knochenstabilitdt wichtig sind, Uben nicht-
enzymatische Crosslinks einen schadigenden Einfluss auf die mechanischen
Knocheneigenschaften aus (VASHISHTH et al., 2001). Schon 1966 spekulierten McKusick et
al., dass hohe HCY-Serumkonzentrationen in Patienten mit Homocystinurie das kollagene
Crosslinking hemmen kdnnten (MCKUSICK, 1966). 2006 analysierten Saito und Kollegen
den Zusammenhang zwischen HCY und Kollagen-Crosslinks in menschlichem
Knochengewebe (SAITO et al., 2006). Hierbei konnten sie zeigen, dass bei Patienten mit
erhohtem HCY-Serumspiegel die Konzentration an nicht-enzymatischen Crosslinks erhdht

und die Konzentration an enzymatischen Crosslinks erniedrigt ist.

2.4.3.2 In-vitro-Studien

Die vorhandenen klinischen Daten werden durch Zellkulturstudien bestétigt. Eine Studie von
Herrmann et al. zeigte einen konzentrationsabhangigen Anstieg der Osteoklasten-Aktivitat
von bis zu 50 % bei HCY-Konzentrationen zwischen 10 und 100 pmol/l (HERRMANN et al.,
2005b). Eine spatere Studie von Koh et al. bestatigte diese Ergebnisse. Da eine HHCY in
der Regel auf dem Boden eines B-Vitamin-Mangels entsteht und nicht durch eine exzessive
exogene Zufuhr von HCY, flhrte die Arbeitsgruppe von Herrmann et al. eine weitere
Zellkulturstudie durch, in der die Aktivitat der Osteoklasten im Zusammenhang mit
abnehmenden B-Vitamin-Konzentrationen untersucht wurde (HERRMANN et al., 2008).
Hierbei konnte ein signifikanter Anstieg der osteoklastéaren Resorptionsaktivitat unter einem
B-Vitamin-Mangel gefunden werden. Hiermit assoziiert war ein vermehrter Nachweis des
Tartrat-resistenten Isoenzyms der sauren Phosphatase (TRAP) sowie des Enzyms
Kathepsin K, welche beide etablierte Osteoklastenmarker darstellen. Das vollstandige

Fehlen aller drei B-Vitamine (Vitamin B6, Vitamin B12 und Folsdure) steigerte die
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osteoklastare Resorptionsleistung auf tber 200 %. Die TRAP- und die Kathepsin-K-Aktivitat
nahmen um maximal 25 % zu (HERRMANN et al., 2008). Hieraus lasst sich schlie3en, dass
sowohl erhthte HCY-Konzentrationen als auch erniedrigte B-Vitamin-Konzentrationen in

Zusammenhang mit einer erhdhten Knochenresorption stehen.

In-vitro-Daten hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen HCY sowie B-Vitaminen und der
Funktion von Osteoblasten sind limitiert. Herrmann et al. zeigten den Einfluss einer
steigenden HCY-Konzentration und einer sinkenden B-Vitamin-Konzentration auf die
Aktivitat humaner Osteoblasten. Die Ergebnisse offenbaren eine moderate Stimulation der
Osteoblasten durch geringe HCY-Konzentrationen, wohingegen hohe HCY-Konzentrationen
einen toxischen Effekt auf die Osteoblastentatigkeit haben (HERRMANN et al., 2005b). In
einer weiteren Studie kultivierten Kim et al. pra-osteoblastare Humanzellen unter steigenden
HCY-Konzentrationen. Hierbei konnte eine HCY-induzierte Zunahme der Apoptose der pra-
osteoblastaren Zellen gezeigt werden, begleitet von einer reduzierten Formation
mineralisierter Knochenmatrix sowie einer verminderten Expression der
Knochenformationsmarker alkalische Phosphatase (ALP) und Osteopontin (KIM et al., 2006).
Korrespondierend hiermit berichteten Carmel et al. Gber eine Abhéngigkeit von Vitamin B12
und den Knochenformationsmarkern ALP und Osteocalcin (CARMEL et al., 1988).

Zusammenfassend zeigen die existierenden Zellkulturstudien, dass HCY den
Knochenstoffwechsel zu Gunsten einer vermehrten Resorption beeinflusst (HERRMANN et
al., 2007a).

2.4.3.3 Tierexperimentelle Studien

Bis dato gibt es erst wenige Studien, in denen anhand von Tiermodellen der Effekt einer
HHCY auf den Knochenstoffwechsel analysiert wurde. Ozdem und Kollegen behandelten
Ratten mit Methionin-angereichertem Futter und konnten so in den Tieren eine HCY-
Serumkonzentration von durchschnittlich 16 umol/l hervorrufen (OZDEM et al., 2007), was
einer moderaten HHCY entspricht (STANGER et al., 2003). Herrmann und Kollegen konnten
durch die Verabreichung einer Methionin-angereicherten Diat ebenfalls eine moderate HHCY
(27,0 = 8,8 umol/l) in Ratten provozieren. Durch Gabe einer Homocystin-angereicherten Diét
induzierten sie in der gleichen Studie eine intermediare HHCY (54,0 £ 46,0 umol/l)
(HERRMANN et al., 2007b). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten histomorphometrisch ein
reduziertes Knochenvolumen verbunden mit einer verminderten biomechanischen
Knochenstabilitat in hyperhomocysteindmen Ratten. Interessanterweise verursachte die

Induktion einer moderaten HHCY hierbei eine geringe Verdnderung der Mikroarchitektur und
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Stabilitat des Knochens, wohingegen eine intermedidre HHCY die Mikroarchitektur und
Stabilitat des Knochens massiv beeintrachtigte (HERRMANN et al., 2007b). In einer weiteren
Studie an hyperhomocysteindmen Ratten fand sich eine kndcherne Akkumulation von HCY
korrelierend mit einer reduzierten Knochenqualitat (HERRMANN et al., 2009).

Obwohl in zahlreichen Studien eine Beeinflussung des Knochenstoffwechsels durch HCY
aufgezeigt werden konnte (CARMEL et al., 1988; GOERSS et al., 1992; REYNOLDS et al.,
1992; KIM et al., 1996; MELHUS et al., 1999; BODE et al., 2000; STANGER et al., 2003;
MCLEAN et al., 2004; REFSUM et al., 2004; VAN MEURS et al., 2004; HERRMANN et al.,
2005a; HERRMANN et al., 2005b; HERRMANN et al., 2005c; SATO et al., 2005), ist bislang
vollig unbekannt, inwieweit die erwahnten Wechselwirkungen einen Einfluss auf die
Frakturheilung nehmen. Gerade vor dem Hintergrund einer gesteigerten Frakturpravalenz
bei Patienten mit einer HHCY ist diese Fragestellung von hoher klinischer Relevanz. Daher
soll durch unsere Untersuchungen erstmals der Einfluss einer HHCY sowie eines B-Vitamin-
Mangels auf die Knochenbruchheilung anhand eines etablierten Frakturmodells an der Maus
Uberpruft werden (HOLSTEIN et al., 2007).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine HHCY einen Einfluss auf die mechanische
Stabilitat von heilenden Knochenbriichen hat. Die entsprechenden Informationen dazu
sollten durch tierexperimentelle Versuche an der Maus nach einem bewahrten Modell
gewonnen werden. Eine HHCY sollte hierbei durch die Applikation einer Homocystin-,
beziehungsweise Methionin-angereicherten oder einer B-Vitamin-defizienten Diat erzeugt
werden. Homocystin ist das Produkt zweier, Gber Disulfidbriicken verlinkte, HCY-Molekile
(HERRMANN et al., 2009).

2.6 Fragestellung

Die durchgefiihrten tierexperimentellen Untersuchungen sollten die Frage beantworten, ob
eine HHCY die mechanische Stabilitdt von heilenden Femurschaft-Frakturen an der Maus

beeintrachtigt.
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Die Nullhypothese lautet:

,Die mechanische Stabilitédt von heilenden Femurschaft-Frakturen weist keine Unterschiede
auf zwischen Mausen, die mit einer Homocystin-, beziehungsweise Methionin-
angereicherten oder einer B-Vitamin-defizienten Diat erndhrt werden (Verum) und Mausen,
die mit einer entsprechenden Standarddiéat erndhrt werden (Kontrollen).*

Die Stabilitat des heilenden Knochens wurde durch eine biomechanische Drei-Punkt-
Biegetestung am postmortalen Femur-Praparat untersucht.
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3. Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene mannliche und weibliche CD-1 Mause (Charles
River WIGA, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Koérpergewicht von 35-45 g. Die Tierhaltung
der Mause erfolgte im Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des
Saarlandes in Homburg/Saar unter klimatisierten Raumbedingungen (Lufttemperatur: 22-
24°C, relative Luftfeuchtigkeit 60 %) bei zwoblfstiindigem Tag-Nacht-Rhythmus. Wasser und
das entsprechende Futter wurden ad libitum bereitgestellt. Der Tierversuch wurde von der
zustandigen Behorde (Dezernat 5, Saarpfalz-Kreis, 66406 Homburg/Saar) unter dem AZ
K110/180-07, Vers.-Nr. 24/2005 genehmigt und am Institut fur Klinisch-Experimentelle
Chirurgie der Universitdt des Saarlandes nach den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

3.2 Studienprotokoll

Die Versuchstiere wurden randomisiert in funf Futtergruppen aufgeteilt: Homocystin-
angereichertes Futter (Altromin, Lage, Deutschland), Methionin-angereichertes Futter
(Altromin), B-Vitamin-defizientes Futter (Harlan-Teklad, Madison, USA), Kontrollfutter der
Firma Altromin, und Kontrollfutter der Firma Harlan-Teklad. In jeder Futtergruppe standen

Tiere beiden Geschlechts in einem ausgewogenen Verhaltnis zur Verfligung.

Tieren der Homocystin- und Methionin-Gruppe sowie der entsprechenden Kontrollgruppe
(Kontrolle Altromin) wurde drei Wochen vor der Frakturierung bis zum Toétungstag (vier
Wochen nach der Frakturierung) das jeweilige Diatfutter zur Verfigung gestellt. Tieren der
Vitamin-Mangel-Gruppe sowie der entsprechenden Kontrollgruppe (Kontrolle Harlan) wurde
funf Wochen vor der Frakturierung bis zum Totungstag das jeweilige Diatfutter verabreicht
(Tab. 1).
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Diatbeginn Diatende
Homocystin 3 Wochen vor Fraktur 4 Wochen nach Fraktur
Methionin 3 Wochen vor Fraktur 4 Wochen nach Fraktur
Kontrolle Altromin 3 Wochen vor Fraktur 4 Wochen nach Fraktur
Vitamin-Mangel 5 Wochen vor Fraktur 4 Wochen nach Fraktur
Kontrolle Harlan 5 Wochen vor Fraktur 4 Wochen nach Fraktur

Tab. 1: Zeitraum der jeweiligen Futterverabreichung an die Versuchstiere

Einmal wochentlich wurde das Gewicht der Tiere sowie das Gewicht des verbliebenen
Futters kontrolliert. Daraus wurde die Fressmenge ermittelt und neues Futter in kalkulierter
Menge bereitgestellt. Weiterhin konnte wahrend dieser Zeit der Einfluss des Diatfutters auf

das Aktivitatsniveau der Tiere beobachtet werden.

Die Blutabnahme, die T6tung der Tiere und der Ausbau der Knochen fand vier Wochen nach
Frakturierung ebenfalls im Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des
Saarlandes in Homburg/Saar statt. Die biomechanische Auswertung der Knochen erfolgte im

Institut fir Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik der Universitat Ulm.

Neben der Untersuchung der mechanischen Belastbarkeit des Knochens wurde zusatzlich
eine histomorphometrische Auswertung des Frakturkallus durchgefligt. Diese ist jedoch nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit, sondern wird in einer gesonderten Dissertation

dargestellt.

Die serologischen Analysen der Blutproben wurden im Labor fur Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin der Universitat des Saarlandes in Homburg/Saar durchgefiihrt.

3.3 Diaten

Den Homocystin- und Methionin-angereicherten Diaten lag eine Basisdiat zu Grunde
(Altromin C1000, Altromin), die in Form von Pellets dargereicht wurde. Der Energiegehalt
dieser Diat liegt bei 3500 kcal/kg. Die entsprechende Anreicherung erfolgte mit 2,5 % L-

Methionin beziehungsweise 1,5 % Homocystin.
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Die Kontrollgruppe wurde mit einer Standarddiat der Firma Altromin (Altromin 1324) mit

einem Energiegehalt von etwa 3000 kcal/kg gefuttert.

Das Diatfutter der Vitamin-Mangelgruppe (TD.06422) und der entsprechenden
Kontrollgruppe (TD.06250) wurde von der Firma Harlan-Teklad bezogen. Die Kontrolldiaten
der Hersteller Altromin und Harlan sind in ihrer Zusammensetzung vergleichbar. Die
Kontrolldiat der Firma Harlan-Teklad stellt laut Hersteller eine Modifikation der Vitamin-
Mangel-Diat dar mit entsprechender Vitamin-Supplementation. Der Energiegehalt beider
Diaten der Firma Harlan-Teklad liegt bei etwa 3600 kcal/kg.

3.4 Intervention

3.4.1 Tiermodell

Fur die Untersuchung der Frakturheilung am Tiermodell ist ein zuverlassiges Frakturmodell
unabdingbare Voraussetzung (EINHORN, 1998). Wahrend in Grofdtiermodellen die
Anatomie, die Knochenstruktur sowie der morphologische und zeitliche Ablauf der
Frakturheilung mit dem Menschen relativ gut vergleichbar ist, haben diese Modelle den
grol3en Nachteil, dass im Vergleich zu Mausen auf keine definierten genetischen Stamme
und genetisch manipulierten Tiere zurtickgegriffen werden kann (ELMSTEDT, SVAHN, 1981;
JACENKO, OLSEN, 1995). Aus diesen Grinden wurde in Vorversuchen ein standardisiertes
Femur-Frakturmodell fir die Maus entwickelt, das in Folgeversuchen auch zu Versuchen an

Knockout-Stammen herangezogen werden kann.

Somit gelang es unserer Arbeitsgruppe erstmalig, eine rotations- und achsstabile
intramedullare Kompressionsschraube fur das Mausefemur zu entwickeln (Abb. 2)
(HOLSTEIN et al., 2009b). Uber einen zuvor eingebrachten Fihrungsdraht wurde in diesem
Modell eine Frakturierung ohne einliegendes Implantat ermdglicht. Somit konnte ein leicht
reproduzierbares Frakturmodell geschaffen werden, das weitestgehend einem klinischen
Trauma-Szenario entspricht. Durch die geschlossene Frakturierung und
Implantateinbringung wird ein minimaler Weichteilschaden verursacht. Fur die Versuchstiere
erwies sich dieses Modell aufgrund der hohen Frakturstabilitit und der minimalen
Weichteiltraumatisierung als vergleichsweise gering belastend. So konnte bereits 1-2 Tage
nach der Operation eine volle Mobilitat der Tiere bei meist physiologischem

Bewegungsablauf beobachtet werden.
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Abb. 2: Intramedullare Zugschraube. Die Titanschraube (1) ist mit einem konischen Schraubenkopf (5)
sowie einem distalen Gewinde (6) versehen. Am Gewindeende wurde die Schraube mit einem
longitudinalen Lumen (7) ausgestattet, in das ein Fuhrungsdraht (4) eingebracht werden kann. Uber
eine Sollbruchstelle (2) ist die Schraube mit einem Eindrehinstrumentarium (3) verbunden. Bei einem
definierten Drehmoment kommt es zum Versagen der Sollbruchstelle, so dass alle Frakturen mit der
gleichen Kompression verschraubt werden.

3.4.2 Operation

Die Operation wurde im Tieroperationssaal des Instituts fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie
der Universitat des Saarlandes an allen Versuchstieren in gleicher standardisierter Weise
durchgefihrt.

Die Versuchstiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion von Xylazin und Ketamin
narkotisiert. Die Narkoseldsung bestand aus 1 ml Xylazin 2 % (Rompun, Bayer HealthCare,
Leverkusen, Deutschland), 0,75 ml Ketamin 0,1 % (Ketavet, Pharmacia, Erlangen,
Deutschland) und 8,25 ml physiologischer Kochsalzldsung. Die Narkoselésung wurde in
einer Dosis von 0,01 ml pro 1 g Korpergewicht injiziert. Die Versuchstiere waren hierdurch

nach etwa 10 min fiir eine Dauer von etwa 30 min analgosediert.

Unter Analgosedierung wurde die vordere rechte Kniegelenksregion rasiert und die Haut
sorgfaltig mit Softasept N (Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert (Abb. 3). Unter
semisterilen Bedingungen erfolgte medial der Patella eine etwa 4 mm lange Langsinzision
der Haut (Abb. 4). Danach wurde die Kniegelenkskapsel erdffnet und die Patella nach lateral
luxiert (Abb. 5). Uber die Fossa intercondylaris wurde der Markraum mit einer Injektionsnadel

(@ = 0,55 mm) eroffnet (Abb. 6). Konsekutiv wurde eine weitere Injektionsnadel (@ = 0,4
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mm) transmedullar durch die proximale Kortikalis im Bereich des Trochanter major perkutan
ausgeleitet (Abb. 7). Uber das Nadellumen wurde ein Wolfram-Fiihrungsdraht (& = 0,2 mm)
vorgeschoben (Abb. 8). Wolfram zeichnet sich durch eine hohe Harte aus (Vickers-
Harteindex: 500, Zugfestigkeit: 1920 MPa), sodass eine Verbiegung im Rahmen der
nachfolgenden Frakturierung weitestgehend vermieden wird. Nach Entfernung der Nadel
wurde das Femur bei einliegendem Fihrungsdraht mit einer Guillotine-ahnlichen Drei-Punkt-
Vorrichtung (Abb. 9 wund Abb. 14) frakturiert (BONNARENS, EINHORN, 1984;
SCHMIDMAIER et al., 2004). Die Zugschraube wurde dber den Fihrungsdraht
vorgeschoben und mit einem definierten Drehmoment eingedreht (Abb. 10 und Abb. 11).
AbschlieRend wurde die Patella reponiert (Abb. 12), die Wunde verschlossen (Abb. 13) und
Fraktur (entsprechend AO/ASIF-Klassifikation Typ A2-3) (KOCH et al.,, 1990) sowie
Implantatlage radiologisch kontrolliert (Abb. 15). Hierzu wurden in der Klinik fir
Zahnerhaltung, Parodontologie und Praventive Zahnheilkunde der Universitat des
Saarlandes  seitliche  Rontgenaufnahmen der betroffenen Femora  angefertigt
(Dentalrbntgengerat Heliodent DS, Sirona Dental Systems, Bensheim, Deutschland; Inside
IP-21 high resolution dental films, Kodak, Rochester, USA; Entwickler Periomat plus, Durr
Dental, Bietigheim-Bissingen, Deutschland). Die Aufnahmen wurden unter einer
Belichtungszeit von 0,08 s bei einer Stromstarke von 7 mA und einer Spannung von 60 mV

durchgefihrt.
Zur Linderung operationsbedingter Schmerzen wurden die Tiere unmittelbar nach der

Operation durch eine subcutane Injektion von 0,05 ml Carprofen (Rimadyl, Pfizer, Karlsruhe,
Deutschland) analgesiert.
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Abb. 3: Fixierung des Beines wahrend der OP Abb. 4: Parapatellare Hautinzision mit Sicht auf

das Ligamentum patellae

Abb. 5: Luxation der Patella nach lateral mit Sicht ~ Abb. 6: Eréffnung des Markraums mit einer

auf die Fossa intercondylaris Spritzenkanile (& = 0,55 mm)
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Abb. 7: Retrograde transmedullare Einbringung einer weiteren Injektionsnadel (@ = 0,4 mm) mit

perkutaner Ausleitung durch die proximale Kortikalis im Bereich des Trochanter major

Abb. 8: Intramedullar liegender Fiihrungsdraht Abb. 9: Positionierung des Beines in der

nach Entfernung der Injektionsnadel Frakturapparatur
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Abb. 10: Einbringung der Schraube tber den Flhrungsdraht in den Markraum

Abb. 11: Einliegende Schraube nach Abtrennung des Eindrehinstrumentariums
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Abb. 12: Reposition und Refixation der Abb. 13: Hautnaht
Patellarsehne

Abb. 14: Frakturapparatur nach Schmidmaier et al. (SCHMIDMAIER et al., 2004). (1) Fallgewicht von
809, (2) Fuhrungsstab, (3) Stempelplatte, (4) Gegenhalter, (5) Fixierungsplatte
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Abb. 15: Postoperative Réntgendokumentation der Fraktur und Implantatlage

3.4.3 Blutentnahme und Tdtung der Tiere

Vier Wochen nach Frakturierung erfolgte die Blutabnahme und Toétung der Versuchstiere.
Die Blutentnahme fiir die weiteren serologischen Untersuchungen wurde iber eine Punktion
der unteren Hohlvene unter Analgosedierung durchgefiihrt. Hierzu wurde eine mediane
Laparotomie vorgenommen und die untere Hohlvene im Bereich des Nierenvenen-Abganges
freigelegt. Durch die entsprechende Punktion konnte ein Blutvolumen von etwa 0,8 ml
gewonnen werden. Nach sofortiger Zentrifugation (3000 U/min, 3 min) wurde das Plasma
separiert und bei -80°C gelagert. Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden die

Versuchstiere durch eine intraperitoneale Injektion mit Pentobarbital getotet.

3.4.4 Praparation der Knochen
Unmittelbar nach Totung der Versuchstiere wurde das jeweils rechte Femur explantiert.
Hierzu wurden die Femora uber einen medialen Zugang freigelegt und im Huft- und

Kniegelenk exartikuliert. Nach Resektion des verbliebenen Weichteilmantels wurde die
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einliegende Schraube vorsichtig ohne Beeintrachtigung des Frakturkallus entfernt. Die
resezierten Femora wurden bei -20°C bis zum Beginn der biomechanischen Auswertung
gelagert.

3.5 Zielkriterien und Auswertung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, ob eine HHCY die mechanische
Stabilitat von heilenden Femurfrakturen im Mausmodell beeintrachtigt. Eine HHCY sollte
hierbei durch eine Homocystin-, beziehungsweise Methionin-angereicherte sowie durch eine
B-Vitamin-defiziente Diat erzeugt werden.

Folgende Zielkriterien wurden herangezogen:

¢ laborchemische Analyse der HCY-Serumkonzentration
¢ laborchemische Analyse der Serumkonzentration von Vitamin B12
¢ laborchemische Analyse der Serumkonzentration von Folsaure

e hbiomechanische Drei-Punkt-Biegetestung des Knochens

3.5.1 Serumanalysen

3.5.1.1 Homocystein

Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die  HCY-Konzentration im  Blutserum  wurde mittels  Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GCMS) bestimmt. Technisch besteht das GCMS-System aus einem
HP 6890 Gaschromatographen mit Autosampler und Split-Einlass (Hewlett Packard, USA),
einem HP 5973 Massenspektrometer (mit lonenquelle, Quadrupol-Massenfilter und Detektor;
Hewlett Packard, USA) und einer ChemStation fur die Steuerung und Ergebnisauswertung
(Hewlett Packard, USA) (STABLER et al., 1993).

Der Gaschromatograph enthélt einen Ofen, Uber den die Gaschromatographie (GC)-Saule
beheizt wird. Die GC-Saule ist Uber ein Interface mit dem Massenspektrometer verbunden.
Das Massenspektrometer wird mit Hilfe einer Vorvakuumpumpe und einer

Hochvakuumpumpe (Turbomolekularpumpe) auf einen Druck von 1,3 MPa evakuiert. Das
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Hochvakuum im Massenspektrometer sorgt fir kollisionsfreie lonenbahnen, erzeugt eine
sogenannte mittlere freie Weglange, die mindestens so grof3 sein muss wie der Abstand
zwischen lonenquelle und Detektor, verhindert elektrische Entladungen und erhdht die
Nachweisempfindlichkeit (STABLER et al., 1993).

Im Massenspektrometer werden die, Uber das Interface aus dem Gaschromatographen
austretenden, Molekile durch Elektronen mit einer Energie von 70 eV beschossen. Aufgrund
der Elektro-Elektrowechselwirkungen verlieren die Molekile ein gebundenes Elektron
(Elektronen-lonisation). Das entstehende lon ist in der Regel einfach positiv geladen, die
lonisations-Ausbeute liegt allerdings nur bei 0,01 %. Die molekularen lonen fragmentieren in
kleinere Teilchen, so dass die Masse und die Intensitat der einzelnen Fragmente genaue
Ruckschlisse auf die Beschaffenheit der Ausgangsmolekile erlauben (STABLER et al.,
1993).

Auf dem Weg zum Detektor missen die lonen einen Quadrupol-Massenfilter passieren. Die
Bewegung eines lons, das zwischen die Quadrupolstabe eintritt, wird bestimmt durch die
elektrischen Felder der vorliegenden Gleich- und Hochfrequenz-Spannungen. Nur die lonen
mit einem bestimmten Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z) oszillieren im Massenfilter konstant,
erreichen den Ausgang des Massenfilters und werden von einem Elektronen-Multipler
detektiert. Durch den Elektronen-Multipler wird eine Signalverstarkung um den Faktor 10°
erzielt (STABLER et al., 1993).

Die verwendete GCMS-Methode fir die Bestimmung der HCY-Serumkonzentration lehnt
sich an die von Stabler et al. beschriebenen GCMS-Methoden an (STABLER et al., 1988;
STABLER et al., 1993). Die lonenfragmente des silylierten HCY (Retentionszeit etwa 13 min)
haben ein Masse/Ladungs-Verhéltnis von 420,20 zu 424,20 (fur den deuterierten internen
Standard).

Probenvorbereitung
Fur die Analyse der HCY-Serumkonzentration mittels GCMS wurden je nach
Versuchsgruppe die in Tab. 2 abgebildeten Basislosungen hergestellt (Tab. 2). Fir die

Reduktion von HCY wurden die Proben 30 min bei 42°C inkubiert. Als interne Kontrolle

diente bei jedem Probendurchlauf ein Aliquot eines standardisierten Poolserums.
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Interne Vitamin- _ o
Homocystin Methionin Kontrollen
Kontrolle Mangel

Wasser 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
Probe 200 pl 20 pl 20 pl 20 pl 100 pl
DTT 25 pl 28 pl 28 ul 28 ul 28 pl
HCY-D4-Std. 10 pl 20 pl 50 pl 50 pl 20 pl
Faktor 39,2 39,2 98 98 7,84

Tab. 2: Basislosungen fur die Analyse der HCY-Serumkonzentration mittels GCMS. HCY-D4-Std. =
Homocystein-D4-Standard (392 pmol/l, im Verhaltnis 1:20 vorverdinnt); DTT = Dithiothreitol-Lésung
(10 mg Dithiotreitol in 1 ml 1N NaOH)

Die einzelnen Chromatographiesdulen wurden mit jeweils 100 mg eines getrockneten
Anionenaustauscher-Harzes (AG MP-1M, mesh 100-200, Bio-Rad, Miinchen) gefillt. Dieses
wurde zuvor mit HCl und Methanol gewaschen und getrocknet. Im Anschluss wurden die
gefullten S&ulen nochmals mit 1 ml Methanol und 3 ml destiliertem Wasser fur die
Chromatographie gewaschen. Nach der Reduktion wurden die gesamten Proben auf die
vorbereiteten Chromatographiesaulen pipettiert. Nun wurde jede Saule zunachst dreimal mit
jeweils 3 ml destilliertem Wasser und anschlieBend einmal mit 3 ml Methanol gewaschen.
Fir die Elution wurden 1,1 ml 0,4 N Essigsaure-Methanol-Losung (10 ml 4 N Essigsaure und
90 ml Methanol) auf die Saule pipettiert und das Eluat unter der Saule in einem Glasgefal
aufgefangen. Die auf diese Weise gewonnenen Proben wurden in einem Eppendorf-
Konzentrator bei 60°C vollstandig getrocknet. Fir die Derivatisierung wurden die
getrockneten Proben mit jeweils 20 pl Acetonitril und 10 yl MTBDSFA (N-Methyl-N-tert.-
butyldimethylsilyl-trifluoracetamid) versetzt und anschlie3end im Mikrowellen-Herd fiir 5 min
bei 440 W erhitzt.

Messung und Auswertung

Fur die Bestimmung von HCY wurde eine HP 5 MS 5 % Phenyl-methyl-siloxan Saule mit 30
m Lange (250 pm innerer Durchmesser und 0,25 pm Beschichtungsdicke) verwendet. Als
Tragergas wurde Helium mit einem Einlassdruck von 64,9 kPa verwendet. Nach Bestlickung
des Autosamplers mit den derivatisierten Proben wurde die Messung unter folgenden

Geréateeinstellungen durchgefihrt:
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¢ Ofentemperatur: 80°C-310°C
e Einlasstemperatur: 230°C

¢ Injektionsvolumen: 1u

e Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min

Die Proben wurden vollautomatisch nacheinander injiziert, chromatographiert und im

Massenspektrometer analysiert.

Nach Beendigung des Probenlaufes wurden die aufgezeichneten Massenspektrogramme
ausgewertet. Die Peakflache der jeweiligen Fragmente verhélt sich proportional zur
Konzentration der entsprechenden Analyten. Mit Hilfe der bekannten Konzentration des
internen deuterierten Standards und der entsprechenden Peakflache konnte so die
Konzentration des Analyten berechnet werden. Fir die Quantifizierung von HCY wurden

folgende Peaks der Fragmente herangezogen: 420,20 und 424,20 (interner Standard).

Die Analytkonzentration wurde mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

HCY = Peakflache pipe / Peakflache sindgara X Konzentration intemer standarg ©der Faktor

3.5.1.2 Vitamin B12 und Folsaure

Die Bestimmung von Vitamin B12 und Folsdure erfolgte mit einem kompetitiven
Chemilumineszenz-Immunoassay unter Verwendung des ADVIA Centaur-Systems (Bayer

Diagnostics, Fernwald, Deutschland).

Fur die Bestimmung von Vitamin B12 und Folsdure wurden die Proben zuvor mit einem
entsprechenden Diluent verdunnt. Dabei konnte keine einheitliche Verdinnungsstufe
gewahlt werden, da zum einen nicht ausreichend Blutserum zur Verfiigung stand und zum
anderen die Werte der Vitamin-Mangel-Gruppe so niedrig waren, dass das Gerat mit einer
hohen Verdinnungsstufe keine Messung durchfihren konnte. In Abhé&ngigkeit von
Ergebnissen aus Vorversuchen wurden entsprechend Versuchsgruppen-abhéangig fir die
Folsdure-Messung Verdinnungsreihen von 1:21 und 1:31 sowie fir die Vitamin-B12-
Messung von 1:31, 1:21, 1:4 und 1:2 gewahlt.
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Vitamin-B12-Bestimmung am ADVIA Centaur

Beim Vitamin-B12-Test am ADVIA Centaur (Bayer Diagnostics) handelt es sich um einen
kompetitiven Immunoassay unter Anwendung der direkten Chemilumineszenz. Zur
Freisetzung des Vitamin B12 aus endogenen Bindungsproteinen wird die Probe mit
Natriumhydroxid und DTT (Dithiothreitol-LOsung) behandelt. Vitamin B12 in der Probe
konkurriert mit einem mit Acridiniumester markierten Vitamin B12 im Reagenz um eine
begrenzte Menge an gereinigtem Intrinsic Factor, der kovalent an paramagnetische Partikel
gebunden ist. Nachdem die paramagnetischen Partikel gewaschen worden sind, wird die
Chemilumineszenz-Reaktion durch Zugabe eines Startreagenz initiiert. Zwischen der
Vitamin-B12-Konzentration der Probe und den detektierten relativen Lichteinheiten besteht

ein umgekehrt-proportionales Verhéltnis.

Folatbestimmung am ADVIA Centaur

Die Bestimmung der Folsdure am ADVIA Centaur (Bayer Diagnostics) beruht ebenfalls auf
einem kompetitiven Immunoassay unter Verwendung der direkten Chemilumineszenz. Zur
Freisetzung der Folsaure aus endogenen Bindungsproteinen in der Probe wird die Probe mit
einem Freisetzungsreagenz vorbehandelt. Die Folsaure in der Probe konkurriert mit einer mit
Acridiniumester-markierten  Folsdure im Reagenz um eine begrenzte Menge
folsaurebindender Proteine, die kovalent an paramagnetische Partikel gebunden sind.
Schlie3lich werden die paramagnetischen Partikel gewaschen und mit einem Reagenz
behandelt, das mit Acridiniumester zu einer chemiluminometrischen Reaktion flhrt. Die
Lichtintensitat verhalt sich dabei umgekehrt-proportional zur Folsdurekonzentration der
Probe.

3.5.2 Knochenanalysen

Um die Morphologie des Knochens und des Frakturkallus darzustellen, wurde im Vorfeld der
biomechanischen Testungen eine Rontgenaufnahme (Belichtungszeit: 5 min, Spannung: 20
kV; Faxitron 43805 Hewlett Packard, USA) sowie eine Mikro-Computertomographie (UCT)
(Schichtdicke: 12 pm, Spannung: 70 kV, Stromstarke: 114 mA; pCT 40 und
Bildverarbeitungsprogramm UCT Ray V3.0, Scanco Medical, Bassersdorf, Schweiz) der

Femora durchgefihrt.
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Die mechanische Stabilitat der heilenden Femurfrakturen wurde durch eine Drei-Punkt-
Biegetestung untersucht. Hierzu wurden die Knochen am proximalen Ende mit
Polymethylmetacrylat (Technovit 3040, Heraeus Kulzer, Wertheim, Deutschland) in
Aluminiumzylinder eingegossen, die wiederum in eine spezielle Drei-Punkt-Biegeapparatur
eingespannt wurden (Abb. 17). Die entsprechende Halterung erlaubte durch ein Gelenk das
Kippen des Knochens unter Belastung. Das distale Ende des Knochens wurde auf einer
festen Auflage abgestitzt. Die Stutzweite zwischen der proximalen Halterung und der
distalen Auflage betrug 9,25 mm. In der Mitte zwischen der proximalen Halterung und der
distalen Auflage, auf Hohe der friheren Frakturlinie, erfolgte eine Druckbelastung mit einem
Stempel. Die Druckkraft wurde durch eine Materialprifmaschine (1454, Zwick, Ulm,
Deutschland) erzeugt, in die die Biegeprufeinrichtung integriert war. Nachdem eine Vorlast
von 0,1 N aufgebracht war, wurde die Biegekraft (Druckkraft) durch ein Absenken des
Biegestempels mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/min bis auf eine Kraft von 10 N
kontinuierlich erhéht. Die Kraft (Messdose 50N, AST, Dresden, Deutschland) und die
Biegung (Messsystem der Materialprifmaschine) wurden in einem Kraft-Weg-Diagramm
aufgezeichnet (Abb. 18). Der lineare Teil der Kurven stellte hierbei die Steifigkeit (S) der
Knochen dar, so dass die Steifigkeit entsprechend aus dem Quotienten von Last (F [N]) und

der dazugehdrigen Verformung (AL [mm]) berechnet wurde:

S [N/mm]= F [N]) / AL [mm]
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Abb. 17: Drei-Punkt-Biegetestung: Die Knochen (1) wurden am proximalen Ende in Aluminiumzylinder
eingegossen (4). Die entsprechende Halterung erlaubte durch ein Gelenk das Kippen des Knochens
unter Belastung. Das distale Ende des Knochens wurde auf einer festen Auflage abgestitzt (2). In der
Mitte zwischen der proximalen Halterung und der distalen Auflage, auf H6he der friheren Frakturlinie,
erfolgte eine Druckbelastung mit einem Stempel (3).
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Abb.18: Kraft-Weg-Diagramm der Drei-Punkt-Biegung eines reprasentativen Femur-Praparats. Der
lineare Teil der Kurven stellt Steifigkeit der Knochen dar, so dass die Steifigkeit entsprechend aus dem

Quotienten von Kraft [N] und der dazugehorigen Biegung [mm] berechnet werden kann.

3.5.3 Statistik

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
Versuchsgruppen wurden mittels U-Tests (Mann-Whitney) unter Verwendung des SAS-
Software-Package (JMP, SAS Institute, Cary, USA) miteinander verglichen. Um eine Alpha-
Fehler-Kumulierung bei multiplen Paarvergleichen aufzuheben, wurde eine Bonferroni-
Korrektur vorgenommen. Es wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt, um signifikante

Unterschiede anzuzeigen.
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4. Ergebnisse

4.1 Postoperativer klinischer Verlauf

Die angebotenen Futterdidaten wurden von allen Versuchstieren sowohl praoperativ als auch
postoperativ in adaquater Menge aufgenommen. So betrug die durchschnittliche
Futteraufnahme eines Tieres 3,1 g/d in der Homocystin-Gruppe, 3,7 g/d in der Methionin-
Gruppe, 3,8 g/d in der Vitamin-Mangel-Gruppe, sowie 3,8 g/d beziehungsweise 3,7 g/d in
den Kontroll-Gruppen (Diat der Firma Altromin beziehungsweise Harlan) (Abb. 19). Es
zeigten sich im vierwotchigen postoperativen Verlauf in keiner Versuchgruppe gréRere
Veradnderungen des Korpergewichtes (Homocystin: -0,5 g, Methionin: -2,1 g, Vitamin-
Mangel: -0,4 g, Kontrolle Altromin: +0,3 g, Kontrolle Harlan: +0,0 g) (Abb. 20).

Im postoperativen Verlauf kam es innerhalb von ein bis zwei Tagen zu einer Aufbelastung
des frakturierten Beines. Die Tiere waren mobil und wiesen innerhalb der Versuchsgruppen
ein dem praoperativen Zustand vergleichbares Verhalten auf ohne wesentliche erkennbare
Beeintrachtigung des Bewegungsablaufes oder au3ere Schmerzzeichen. Tiere, die mit einer
Homocystin- und Methionin-angereicherten Di&t gefittert wurden, zeigten im Vergleich zu
den Tieren der anderen Versuchsgruppen sowohl praoperativ als auch postoperativ ein

erhohtes Aktivitatsniveau.

Als postoperative Ausschlusskriterien dienten ein  nachgewiesener Knochen- oder
Weichteilinfekt, eine Gewichtsabnahme von mehr als 20 % des Koérpergewichtes sowie eine
makroskopisch oder radiologisch erkennbare Implantatdislokation. Zudem wurden Tiere, in
denen keine Frakturkonfiguration Typ A2 oder A3 gemafd der AO/ASIF-Klassifikation (KOCH

et al., 1990) in Schaftmitte erzielt wurde, von der Studie ausgeschlossen.
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Abb. 19: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme eines Tieres (Homocystin-angereicherte Diat
[Hom], Methionin-angereicherte Diat [Met], Kontroll-Diat der Firma Altromin [Ko A], Vitamin-B-
defiziente Diat [VM] sowie Kontroll-Diat der Firma Harlan-Teklad [Ko H]).
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Abb. 20: Durchschnittliches Korpergewicht der Versuchstiere (Futterung mit Homocystin-
angereicherter Diat [Hom], Fitterung mit Methionin-angereicherter Diat [Met], Fitterung mit Kontroll-
Diat der Firma Altromin [Ko A], Futterung mit Vitamin-B-defizienter Diat [VM] sowie Fitterung mit
Kontroll-Diat der Firma Harlan-Teklad [Ko H]) am Operationstag (schwarze Séaulen) sowie am

Totungstag (weil3e Saulen).
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4.2 Serumanalysen

4.2.1 Homocystein

Sowohl Versuchstiere, denen eine Homocystin- und Methionin-angereicherte Diat
verabreicht wurde, als auch Tiere, die mit einer B-Vitamin-defizienten Diéat gefittert wurden,
wiesen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren signifikant erhdohte HCY-
Serumkonzentrationen auf (Homocystin: 102,2 + 64,5 pmol/l versus 2,8 + 1,5 umol/l;
Methionin: 38,4 + 30,8 umol/l versus 2,8 £ 1,5 umol/l; Vitamin-Mangel: 14,6 + 5,0 umol/l
versus 2,5 + 0,8 umol/l, p jeweils < 0,05) (Abb. 21).

Wahrend die Homocystin-angereicherte Diat im Mittel eine massive HHCY (HCY-
Serumkonzentration > 100 umol/l) hervorrief, verursachte die Methionin-angereicherte Diat
im Mittel eine intermediare HHCY (HCY-Serumkonzentration 30-100 pmol/l), die Vitamin-
Mangel-Diat hingegen im Mittel nur eine moderate HHCY (HCY-Serumkonzentration 12-30
pmol/l) (HERRMANN et al., 2007c) (Abb. 21).
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Abb. 21: Bestimmung der HCY-Serumkonzentration von Tieren, die mit einer Homocystin-
angereicherten [Hom], einer Methionin-angereicherten [Met] sowie einer B-Vitamin-defizienten [VM]
Diat gefuttert wurden (schwarze Saulen) sowie von Tieren, denen die entsprechende Kontroll-Diét
verabreicht wurde (weiRe Séulen). Im Menschen ist eine HCY-Serumkonzentration > 12 pmol (rote

Kennlinie) als HHCY definiert. *p > 0,05 gegentber der jeweiligen Kontrollgruppe.

52



Ergebnisse

4.2.2 Vitamin B12 und Folsaure

Die Serumkonzentration von Vitamin B12 zeigte sich in der Homocystin-, der Methionin-
sowie der Vitamin-Mangel-Gruppe signifikant vermindert im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen (Homocystin: 9,6 + 2,8 ng/ml versus 14,6 £ 4,0 ng/ml; Methionin: 9,7 + 3,0
ng/ml versus 14,6 + 4,0 ng/ml; Vitamin-Mangel: 0,5 = 0,2 ng/ml versus 12,4 £ 4,0 ng/ml; p
jeweils < 0,05). Erwartungsgeman fihrte die Vitamin-Mangel-Diat hierbei zu dem starksten
Abfall der Vitamin-B12-Serumkonzentration (Abb. 22).
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Abb. 22: Bestimmung der Vitamin-B12-Serumkonzentration von Tieren, die mit einer Homocystin-
angereicherten [Hom], einer Methionin-angereicherten [Met] sowie einer B-Vitamin-defizienten [VM]
Diat gefuttert wurden (schwarze Saulen) sowie von Tieren, denen die entsprechende Kontroll-Diat

verabreicht wurde (weil3e Saulen). *p > 0,05 gegentiber der jeweiligen Kontrollgruppe

Korrespondierend zu diesen Ergebnissen wiesen Tiere, die mit einer Homocystin- und
Methionin-angereicherten Diat, beziehungsweise einer B-Vitamin-defizienten Diat gefuttert
wurden, eine signifikant herabgesetzte Folsdure-Serumkonzentration verglichen mit den
entsprechenden Kontrollgruppen auf (Homocystin: 165,8 + 59,7 ng/ml versus 271,0 £ 161,0
ng/ml; Methionin: 167,1 + 41,8 ng/ml versus 271,0 + 161,0 ng/ml; Vitamin-Mangel: 44,7 *
12,4 ng/ml versus 140,5 = 50,7 ng/ml; p jeweils < 0,05). Auch hier fand sich die geringste
Folsdure-Serumkonzentration in der Vitamin-Mangel-Gruppe (Abb. 23).
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Abb. 23: Bestimmung der Folsdure-Serumkonzentration von Tieren, die mit einer Homocystin-
angereicherten [Hom], einer Methionin-angereicherten [Met] sowie einer B-Vitamin-defizienten [VM]
Diat gefuttert wurden (schwarze Saulen) sowie von Tieren, denen die entsprechende Kontroll-Diat

verabreicht wurde (weil3e Saulen). *p > 0,05 gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe.

4.3 Knochenanalysen

4.3.1 Makroskopie

Alle Tiere wurden post mortem im Rahmen der Explantation der operierten Femora auf
eventuelle Pathologien hin untersucht. Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf die
femoro-patellaren und femoro-tibialen Gelenkverhaltnisse, die Beinmuskulatur sowie die
Frakturlokalisation gelegt. Bei keinem der Tiere zeigten sich in diesem Zusammenhang
Hinweise auf Patella- oder Kniegelenksluxationen, Infekte, Wundheilungsstérungen oder
Muskelatrophien. Des Weiteren wurde bei jedem Tier die korrekte Lage der Schraube und
deren fester Sitz Uberprift. Alle in die Studie eingeschlossenen Tiere wiesen makroskopisch
eine stattgehabte middiaphysédre Femurschaftfraktur ohne erkennbare Implantatdislokation

auf.

Nach Resektion des Weichteilmantels wurde die Uberbauung des Frakturspaltes
begutachtet. Makroskopisch zeigten sich hierbei im Hinblick auf die Kallusgréf3e und die
Kallusbeschaffenheit keine erkennbaren Unterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen.
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4.3.2 Rontgen und Computertomographie

Korrespondierend mit den makroskopischen Untersuchungen wiesen alle Tiere nach
vierwochiger Frakturheilung radiologische und computertomographische Zeichen einer
knéchernen Frakturlberbrickung auf. Hierbei ergaben sich keine ersichtlichen Unterschiede
im Hinblick auf die GroRe und die radiologische Dichte des Frakturkallus. In keinem
Versuchstier zeigten sich radiologische Zeichen einer verzdgerten oder ausbleibenden
Knochenbruchheilung. Alle Versuchtiere, die in die Auswertung einbezogen wurden, wiesen
eine achsgerechte Frakturstellung auf (Abb. 24 und Abb. 25).

Abb. 24: Reprasentative Réntgenaufnahme eines Femurs nach vierwochiger Frakturheilung. Es zeigte
sich in allen Versuchtieren eine komplette knécherne Durchbauung des Frakturspaltes ohne Zeichen

einer verzdgerten oder ausbleibenden Frakturheilung.

Abb. 25: Repréasentative Computertomographie eines Femurs nach vierwochiger Frakturheilung.
Korrespondierend mit den Rontgenaufnahmen zeigte sich in allen Versuchstieren eine komplette
knocherne Durchbauung des Frakturspaltes ohne Zeichen einer verzdgerten oder ausbleibenden
Frakturheilung.

55



Ergebnisse

4.3.3 Biomechanik

Nach vierwochiger Frakturheilung zeigte sich die Steifigkeit des Frakturkallus in
Versuchstieren, die mit einer Homocystin-angereicherten Diat geflttert wurden signifikant
vermindert im Vergleich zu Versuchstieren, denen die entsprechende Kontrolldiat verabreicht
wurde (45,5 + 17,4 Nmm versus 65,2 £ 15,7 Nmm; p < 0,05) (Abb. 26).

Im Gegensatz dazu wies die Steifigkeit des Frakturkallus in Tieren, die eine Methionin-
angereicherte Diat erhielten und in Tieren, die die entsprechende Kontrolldiat erhielten, keine
signifikanten Unterschiede auf (57,0 + 24,3 N/mm versus 65,2 + 15,7 N/mm; p > 0,05) (Abb.
26).

Versuchstiere, die mit einer B-Vitamin-defizienten Didt geflttert wurden, zeigten ebenso
keine signifikanten Unterschiede in der Steifigkeit des Frakturkallus verglichen mit den
entsprechenden Kontroll-Tieren (57,0 + 24,3 N/mm versus 52,2 + 24,3 N/mm; p > 0,05) (Abb.
26).
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Abb. 26: Bestimmung der Steifigkeit des Frakturkallus von Tieren, die mit einer Homocystin-
angereicherten [Hom], einer Methionin-angereicherten [Met] sowie einer B-Vitamin-defizienten [VM]
Diat gefuttert wurden (schwarze Saulen) sowie von Tieren, denen die entsprechende Kontroll-Diat

verabreicht wurde (weif3e Saulen). *p > 0,05 gegentiber der jeweiligen Kontrollgruppe.
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5. Diskussion

Erhéhte HCY-Serumkonzentrationen scheinen mit Veranderungen des
Knochenstoffwechsels vergesellschaftet zu sein. So scheint eine HHCY ein unhabhé&ngiger
Risikofaktor fur die Entstehung einer Osteoporose und das Auftreten osteoporotischer
Frakturen zu sein (HERRMANN et al., 2007b). Allerdings gibt es bis dato keine
Informationen, inwieweit eine HHCY die Knochenbruchheilung beeinflusst. Ziel dieser Studie
war es daher, erstmals den Einfluss einer HHCY auf die Knochenbruchheilung an der Maus

Zu untersuchen.

5.1 Diskussion der Methoden

Die Knochenbruchheilung stellt einen komplexen biologischen Prozess dar, der die
Interaktion zahlreicher auch knochenfremder Gewebstypen, wie etwa des periossaren
Weichteilgewebes oder des Gefal3-Kreislauf-Systems, erfordert (STREET et al.,, 2002).
Aufgrund des komplexen drtlichen und zeitlichen Zusammenspiels der verschiedenen
Phasen der Frakturheilung und aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit des ossaren
»micro-environments“ sind In-vitro-Untersuchungen zur Knochenbruchheilung nur sehr
begrenzt aussagekraftig (FRIEDMAN et al., 1996). Daher wurde der Einfluss einer HHCY auf

die Frakturheilung anhand eines Tiermodells an der Maus untersucht.

Es gibt zahlreiche Griinde, weshalb Kleintiermodelle und speziell Modelle an der Maus von
Vorteil gegenlber Groftiermodellen fir Studien zur Frakturheilung sind. Aufgrund der
geringen Kosten fiir die Beschaffung, Zucht und Haltung dieser Spezies sind grol3e
Versuchsgruppen gut realisierbar. Das Genom der Maus ist in seiner Gesamtheit
entschlisselt, was einen enormen Vorteil fur die Durchfiihrung molekularbiologischer Studien
zur Untersuchung der Knochenbruchheilung darstellt. Konsekutiv existiert fiir keine andere
Spezies ein derart groBes Spektrum verflgbarer transgener Stamme sowie spezifischer
Antikorper (JACENKO, OLSEN, 1995; HOUDEBINE, 2007). Daher wurde bereits zuvor von
unserer Arbeitsgruppe ein Frakturmodell an der Maus entwickelt, anhand dessen in weiteren
Studien auch die molekularen Mechanismen der Interaktion zwischen einer HHCY und der
Knochenbruchheilung untersucht werden konnen (HOLSTEIN et al., 2009b).

Eine groRe Herausforderung in der Entwicklung von Frakturmodellen an der Maus stellt
deren geringe GroRRe dar. Demzufolge sind die groRen Roéhrenknochen, wie Femur und
Tibia, am besten geeignet fur Studien zur Frakturheilung (HILTUNEN et al.,, 1993;
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MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Frakturmodelle an Rippen eignen sich aufgrund der
ungunstigen Anatomie schlecht fir biomechanische Testmethoden und wurden daher fast
ausschlieBlich fur Genexpressionsanalysen wahrend der Frakturheilung angewandt
(NAKASE et al., 1994; ITO et al., 1999; YAMAGIWA et al., 1999).

Das von Hiltunen et al. 1993 beschriebene Frakturmodell an der M&usetibia ist das wohl
etablierteste Mausmodell zur Untersuchung der Frakturheilung (HILTUNEN et al., 1993).
Allerdings entstehen aufgrund des nach distal abnehmenden Durchmessers der Tibia durch
nur leicht abweichende Frakturhéhen merklich unterschiedliche Kallusgrof3en. Weiterhin ist
durch den triangularen Querschnitt und die gebogene Achse der Tibia die Genauigkeit
biomechanischer Tests eingeschrankt. In geschlossenen Tibia-Frakturmodellen wird meist
auch die Fibula frakturiert, was entweder in zwei getrennten Kalli oder in einem kombinierten
Kallusverbund resultiert (Abb. 27). Entsprechend unterliegt die KallusgréRe und
Kallusbeschaffenheit in diesen Modellen einer groRen Heterogenitat. Um eine Fraktur der
Fibula zu verhindern muss die Tibia sehr weit distal, nahe der Metaphyse frakturiert werden,
was jedoch in geschlossener Form nicht in standardisierter Form praktikabel ist (HOLSTEIN
et al., 2009a).

Abb. 27: In geschlossenen Tibia-Frakturmodellen wird meist auch die Fibula frakturiert, was entweder

in zwei getrennten Kalli oder in einem kombinierten Kallusverbund resultiert (HILTUNEN et al., 1993).

Die anatomischen Vorteile des Mausefemur gegeniber der Tibia liegen in einem
einheitlichen runden Querschnitt bei guter Weichteildeckung (CHEUNG et al., 2003). Aus
diesem Grund zeigen diaphyséare Frakturen auf unterschiedlicher Hohe eine vergleichbare
KallusgréfRe. Somit ist anhand der geraden longitudinalen Achse am Mausefemur mit grofRer

Sicherheit eine standardisierte Fraktur zu erreichen. Die biomechanische Testung ist
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aufgrund der anatomischen Gegebenheiten am Femur ebenfalls zuverlassiger als an der
Tibia. Zusammengefasst ist das Mausefemur, das in der hier vorgestellten Arbeit als
Frakturlokalisation gewahlt wurde, im Vergleich zu der Tibia als geeigneter fur Studien zur
Frakturheilung anzusehen (HOLSTEIN et al., 2009a).

Um die Knochenbruchheilung zu untersuchen werden sowohl offene als auch geschlossene
Frakturmodelle verwendet. Der Vorteil von geschlossenen Modellen liegt in dem relativ
einfachen Zugangsweg, durch den nur ein minimaler Weichteilschaden verursacht wird. In
offenen Frakturmodellen wird das Femur meist durch einen lateralen longitudinalen Zugang
unter Sicht frakturiert oder osteotomiert (CHEUNG et al., 2003; GARCIA et al., 2008). Diese
deutlich invasivere Operation ruft einen relativ grof3en Weichteilschaden hervor, welcher die
Frakturheilung potentiell beeinflusst. Allerdings kann das intramedullare Implantat, das in
geschlossenen Frakturmodellen angewandt wird, im Gegensatz zu extramedullaren
Implantaten, die mehrheitlich im Rahmen offener Frakturmodelle benutzt werden, das Endost
sowie das Knochenmark verletzen. In den meisten geschlossenen Frakturmodellen wird der
Knochen bei liegendem intramedullarem Implantat frakturiert, da eine Implantateinbringung
nach geschlossener Frakturierung sehr schwierig ist. Uber einen zuvor eingebrachten
Fuhrungsdraht wurde in unserem geschlossenen Modell allerdings eine Frakturierung ohne
einliegendes Implantat ermdglicht. Somit reprasentiert unser Modell in hohem Mal3e ein

klinisches Trauma-Szenario.

Aufgrund der fehlenden Mobglichkeiten einer stabilen Osteosynthese wurden viele der
friheren Frakturstudien an Mausen mit Hilfe von instabilen intramedullaren Pin-
Fixationstechniken (BHANDARI et al., 2000; STREET et al., 2002; MANIGRASSO,
O'CONNOR, 2004) oder ganz ohne Stabilisierung der Fraktur (LE et al., 2001; COLNOT et
al.,, 2003; OPOLKA et al., 2007) durchgefuhrt. In GroR3tiermodellen konnte gezeigt werden,
dass exzessive Relativbewegungen zwischen den Knochenfragmenten zu einer signifikant
erniedrigten Knochensubstanz innerhalb des Frakturkallus fihren und somit in der
Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose resultieren kénnen (CLAES et al.,, 2002;
LIENAU et al.,, 2006). Scherkafte zwischen den Frakturenden fiihren zudem zu einer
herabgesetzten Knochensteifigkeit im Bereich des Frakturspaltes. Eine axiale Stauchung der
Frakturenden hingegen verursacht eine hohere Knochendichte des Frakturkallus (AUGAT et
al., 2003). Weitere Studien wiesen nach, dass lUbermafige Relativbewegungen zwischen
den Frakturenden eine Hemmung der Angiogenese hervorrufen (CLAES et al.,, 2002;
LIENAU et al., 2005). Konsekutiv konnte gezeigt werden, dass die Expression angiogener
und osteogener Zytokine durch das ,biomechanical environment” im Frakturspalt beeinflusst
wird (NOMURA, TAKANO-YAMAMOTO, 2000; LIENAU et al., 2005). Auch an der Maus
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konnte demonstriert werden, dass mechanische Faktoren wahrend der Frakturheilung den
Ablauf der chondrogenen und osteogenen Zytokin-Induktion, die Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen, sowie die Grof3e und Gewebszusammensetzung des
Frakturkallus beeinflussen (LE et al., 2001; GARCIA et al., 2008). Standardisierte
Osteosynthesetechniken, die definierte biomechanische und biologische Konditionen zur
Untersuchung der Frakturheilung garantieren, sind in Grof3tiermodellen mittlerweile
selbstverstandlich (AUER et al., 2007). Im Gegensatz dazu wird oft diskutiert, dass in
Mausmodellen keine biomechanischen Standards benétigt werden, weil die
Hauptanwendung von Mausmodellen in der Erforschung der molekularen Aspekte der
Frakturheilung liegt (HOLSTEIN et al., 2008; HOLSTEIN et al., 2009a). Da die Stabilitat der
Osteosynthese allerdings auch an der Maus einen enormen Einfluss auf den Ablauf der
Knochenbruchheilung und insbesondere auf die Expression angiogener und osteogener
Zytokine hat, sind entsprechende Argumente nicht nachvollziehbar, so dass stabile
Osteosynthesetechniken auch an der Maus anzustreben sind (HOLSTEIN et al.,, 2009a).
Aufgrund des kritischen Einflusses von mechanischen Faktoren auf die Frakturheilung wurde
in der vorliegenden Arbeit eine rotations- und achsstabile intramedullare
Kompressionsschraube zur Frakturstabilisierung verwendet (HOLSTEIN et al.,, 2009b).
Durch die Entwicklung und Anwendung dieses Frakturmodells konnten somit standardisierte
Bedingungen geschaffen werden, um die Effekte einer HHCY auf die Knochenbruchheilung

Zu untersuchen.

Der operative Eingriff, die Allgemeinnarkose und die postoperative Analgesierung wurden
von den Versuchstieren gut toleriert. Die Narkosedauer von 30 Minuten erwies sich fir den
durchgefuhrten Eingriff und die postoperative Rontgenkontrolle zeitlich ausreichend
kalkuliert. Da die Versuchstiere bereits ein bis drei Tage nach der Operation einen
physiologischen Bewegungsablauf aufwiesen, ist davon auszugehen, dass die Extremitat
postoperativ bei stabiler Osteosynthese adaquat belastet wurde. Bei Totung der Tiere
zeigten sich bei keinem der Versuchstiere Anzeichen von Wundheilungsstorungen, Infekten
oder sonstigen Pathologien bei standardisiert reproduzierbarer Frakturheilung. Retrospektiv
kann das gewahlte Tiermodell somit ohne wesentliche Einschrankungen als reproduzierbar

und fir die Fragestellung geeignet beurteilt werden.

Entsprechend der radiologischen und computertomographischen Abbildungen fiihrte das
beschriebene Modell zu einem typischen sekundéaren Frakturheilungsverlauf mit knécherner
Frakturiberbauung nach vierwdchiger Frakturheilung. Manigrasso und O’Connor
analysierten 2004 in einem Femurmarknagel-Modell den zeitlichen Ablauf der Frakturheilung
an der Maus (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Hierbei zeigte sich eine maximale
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Kallusbildung nach zwei Wochen. Nach vier Wochen wiesen in der erwahnten Studie die
meisten Versuchstiere eine kndcherne Durchbauung des Frakturkallus auf, wahrend sich der
Knochen nach einer Dauer von sechs Wochen in der Phase des Remodelings befand. Unter
klinischen Bedingungen gilt eine Fraktur ab dem Zeitpunkt einer sicheren kndchernen
Durchbauung als weitestgehend stabil verheilt (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1996). Dieser
Zeitpunkt ist nach vierwdchiger Frakturheilung an der Maus gegeben. Vor diesem
Hintergrund wéahlten wir den Vier-Wochen-Zeitpunkt in unserer Studie aus, um den Einfluss
einer HHCY auf die mechanische Stabilitat des heilenden Knochens zu analysieren.

Die Knochensteifigkeit wurde mittels einer Drei-Punkt-Biegetestung bestimmt. Generell
stehen zur biomechanischen Testung der Frakturheilung verschiedene Methoden zur
Verfligung. Die verbreitesten Testverfahren zur Untersuchung der Knochenbruchheilung im
Kleintiermodell stellen die Rotationstestung, die Vier-Punkt-Biegetestung sowie die, in dieser
Studie verwendete, Drei-Punkt-Biegetestung dar (BURSTEIN, FRANKEL, 1971). Im Rahmen
der Vier-Punkt-Biegetestung wird die maximale Kraft Uber eine relativ gro3e Flache verteilt
(BURSTEIN, FRANKEL, 1971). Fiur diese Messmethode muss jedoch bei einem Knochen
mit einem Durchmesser von etwa 1,9 mm die einwirkende Kraft auf eine etwa 30 mm lange
Messflache verteilt werden. Da das Mausefemur allerdings nur eine Lange von etwa 15 mm
besitzt, ist die Vier-Punkt-Biegetestung an der Maus praktisch nicht anwendbar
(MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Im Gegensatz hierzu ist die Rotationstestung am
Mausefemur gut durchfiihrbar (HOLSTEIN et al., 2007; HOLSTEIN et al., 2009b). Ein
Uberschissiges Drehmoment wird in der Kklinischen Praxis als ein gangiger
Frakturmechanismus betrachtet (BURSTEIN, FRANKEL, 1971). Die Rotationstestung stellt
somit eine realitdtsnahe Imitation eines klinischen Fraktur-Szenarios dar, so dass die
Rotationstestung zusammengefasst als geeignete Alternativ-Messmethode zu der, in dieser
Arbeit beschriebenen, Drei-Punkt-Biegetestung angesehen werden kann (MANIGRASSO,
O'CONNOR, 2004). Wahrend der Drei-Punkt-Biegetestung liegt die maximale Belastung des
Knochens lber nur einem einzigen Punkt (BURSTEIN, FRANKEL, 1971). Vergleichbar mit
der Vier-Punkt-Biegetestung fuhrt ein minimales Verdrehen des Femurs zu einer
signifikanten Reduktion der Testprazision (LIND et al., 2001). Um ein Verdrehen des Femurs
zu vermeiden, fixierten wir in unserem Testaufbau das proximale Femurende in einen
Aluminiumzylinder, so dass nur das distale Ende des Knochens auf einer festen Auflage
positioniert wurde. Die Aluminiumzylinder wurden dabei auf einem Gelenk gelagert, um ein
achsgerechtes Kippen des Knochens unter Belastung dennoch zu ermdéglichen. Die
Messung erfolgte zerstorungsfrei, so dass im Anschluss zusétzliche histologische

Unersuchungen des unbeschadigten Knochengewebes erfolgen konnten.
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Vorversuche zeigten, dass in der Maus die Verabreichung einer Homocystin- sowie einer
Methionin-angereicherten Di&t Uber einen Zeitraum von etwa 3 Wochen erfolgen sollte, um
eine signifikante HHCY zu erzielen. Die Applikation der B-Vitamin-defizienten Diat war Uber
einen Zeitraum von 5 Wochen notwendig, um eine signifikante Reduktion der Vitamin B12-
und der Folsaure-Konzentration im Serum zu erreichen. Aufgrund dieser Vorversuche war
sichergestellt, dass die Versuchstiere Uber den gesamten Zeitraum der Frakturheilung unter
einer HHCY, beziehungsweise einem B-Vitamin-Mangel litten.

Aufgrund der, im Vergleich zu grofReren Tierspezies, geringen Menge an zirkulierendem
Gesamtblutvolumen stellt die Blutentnahme an der Maus eine gewisse Herausforderung dar.
Als etablierte Blutentnahmelokalisationen an der Maus gelten die Aorta, die Vena cava, die
Schwanzvene, der retrobulbare Venenplexus, sowie das Herz (DESJARDINS, 1986;
HERBERT, KRISTENSEN, 1986). Die Schwanzvene und der retrobulbare Venenplexus sind
dabei zur wiederholten Entnahme kleiner Blutmengen (1-2 Tropfen) geeignet (DESJARDINS,
1986; HERBERT, KRISTENSEN, 1986). Die sonstigen genannten Lokalisationen dienen der
letalen Blutentnahme. Das durchschnittliche Blutvolumen einer Maus bel&auft sich auf 0,07-
0,08 ml/lg Koérpergewicht (DESJARDINS, 1986; HERBERT, KRISTENSEN, 1986). Die
Entnahme von bis zu 10 % des Blutvolumens wird von den Tieren in der Regel ohne
erkennbare Nebenwirkungen toleriert (DESJARDINS, 1986; HERBERT, KRISTENSEN,
1986). Wiederholte Blutentnahmen sind am besten durch Punktion des retrobulbaren
Venenplexus mdoglich (DESJARDINS, 1986; HERBERT, KRISTENSEN, 1986). Hierbei
konnen taglich bis zu maximal 0,001 ml/g KG Blut gewonnen werden (DESJARDINS, 1986;
HERBERT, KRISTENSEN, 1986). Die finale Blutentnahme durch Punktion der Aorta, der
Vena cava oder des Herzens liefert eine maximale Blutmenge von etwa 0,7-1,0 ml
(DESJARDINS, 1986; HERBERT, KRISTENSEN, 1986). Um eine Blutmenge von 0,8 ml zu
gewinnen, wurde somit in unserem Fall eine letale Punktion der unteren Hohlvene
durchgefuhrt. Im Vergleich zur Ratte ist die Gesamtblutmenge der Maus relativ gering. So
erlaubt die Ratte wiederholte Blutentnahmen von wochentlich maximal 1,4 ml,
beziehungsweise von terminal 10 ml (DESJARDINS, 1986; HERBERT, KRISTENSEN,
1986). In Studien an Ratten konnte die HCY-Serumkonzentration somit unter kontrollierter
Futtergabe regelmalig gemonitort werden, indem einmal wochentlich aus dem retrobulbaren
Venenplexus eine nicht-letale Blutentnahme durchgefihrt wurde (HERRMANN et al., 2007b).
In der hier vorgestellten Studie musste die notwendige Dauer der Futterperiode, um Futter-
spezifische Verdnderungen der HCY- und B-Vitamin-Konzentration im Serum zu erzielen,

anhand von Vorversuchen ermittelt werden.
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Die vergleichsweise geringen Blutvolumina wirkten sich auch auf die verschiedenen
Methoden der Serumanalyse aus. Zum einen konnten nur wenige Parameter bestimmt
werden, zum anderen mussten hohe Verdinnungsstufen gewahlt werden, um ausreichend
grol3e Analysevolumina fur die Durchfiihrbarkeit der entsprechenden Messmethoden zu
gewahrleisten (DESJARDINS, 1986; HERBERT, KRISTENSEN, 1986).

Vorangegangene Studien wiesen nach, dass HCY im EDTA-Vollblut sehr instabil ist. So ist
eine sofortige Trennung des Blutplasmas von den zellularen Komponenten erforderlich, da
es anderenfalls bei Raumtemperatur zu einem Anstieg der HCY-Serumkonzentration von
etwa 10 % pro Stunde kommt (NAUCK et al., 2001). Nach Trennung des Plasmas von den
Blutzellen zeigt sich HCY stabil, so dass es bis zu vier Tage bei Raumtemperatur
(FISKERSTRAND et al., 1993), bis zu einigen Wochen bei 4°C und bis zu mehreren Jahren
bei -20°C aufbewahrt werden kann (RASMUSSEN, MOLLER, 2000). Entsprechend den
Empfehlungen von Refsum und Kollegen filhrten wir eine sofortige Zentrifugation nach
Blutentnahme mit konsekutiver Lagerung des Plasmas bei -80°C durch (REFSUM et al.,
2004). Somit kdnnen wir eine artifizielle Erhéhung der HCY-Serumkonzentration durch eine

fehlerhafte Proben-Asservierung in unserer Studie weitestgehend ausschlie3en.

In den enthommenen Blutproben wurden die Serumkonzentrationen von HCY, Folséure und
Vitamin B12 bestimmt. Etwa 98 % des HCY liegen im Serum oxidiert als Disulfid vor. In der
Zelle befindet sich hauptsachlich freies, reduziertes HCY, das ca. 2 % des Gesamt-HCY
ausmacht. Dieses ist sehr instabil und bindet auferhalb der Zelle an Plasmaproteine
(STANGER et al., 2003). Demzufolge wird in den meisten klinischen und epidemiologischen
Studien das Gesamt-HCY bestimmt. Vor der endgultigen Analyse wird HCY in die nicht-
protein-gebundene Form reduziert. Zurzeit sind folgende Methoden zur Quantifizierung von
HCY verflgbar:

e High Performance Liquid Chromatography (HPLC): Die HPLC-Methode basiert auf
einem chromatographischen Trennverfahren, bei dem in einer Trennséule die
Derivatisierung, das heil3t die Trennung in die einzelnen Bestandteile einer Substanz,
stattfindet (PFEIFFER et al., 1999a). Diese werden dann mittels Fluoreszenz oder
ultraviolettem Licht ausgelesen. Diese Methode wurde immer wieder in
verschiedenen Ansatzen verédndert, indem alternative Reagenzien, Standards oder
Detektionswege gefunden wurden (FISKERSTRAND et al., 1993; FRANTZEN et al.,
1998; PFEIFFER et al., 1999b).
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¢ Immunoassays: Als Immunoassays werden zusammengefasst eine Reihe von
Methoden in der Bioanalytik bezeichnet, deren gemeinsames Grundprinzip der
Nachweis eines Analyten in einer flissigen Phase durch die Bindung eines Antigens
an einen Antikorper ist (WILD, 2005). Durch die Gabe von Adenosin und SAH-
Hydrolase kommt es zu einer Konversion von HCY zu SAH. Anhand von
monoklonalen anti-SAH-Antikbrpern kann in unterschiedlichen Ansétzen das
resultierende SAH ermittelt und quantifiziert werden (FRANTZEN et al., 1998; YU et
al., 2000).

e Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GCMS): Die Gaschromatographie ist
eine Verteilungschromatographie, die als Analysemethode zum Auftrennen von
Gemischen in einzelne chemische Verbindungen weite Verwendung findet. Der
Gaschromatograph dient der Auftrennung des zu untersuchenden Stoffgemisches.
Anhand des Massenspektrometers werden die einzelnen Komponenten identifiziert
und quantifiziert. Jede Komponente des Stoffgemisches hat durch seine physikalisch-
chemischen Eigenschaften eine charakteristische Mobilitdt in der Trennsaule, die
unter anderem vom Verteilungskoeffizienten zwischen stationarer und mobiler Phase
bestimmt wird. So kénnen auch sehr komplexe Stoffgemische in ihre Komponenten
aufgetrennt werden. HCY wird im Rahmen der GCMS reduziert, in einer fest-fliissigen
Chromatographie-Séaule getrennt, derivatisiert sowie mit Hilfe eines GCMS-Systems
separiert und quantifiziert. Als interner Standard dient dabei deuteriertes HCY. Die
hohen Kosten gelten als limitierende Faktoren dieser Methode (ALLEN et al., 1993;
STABLER et al., 1993).

Sowohl die GCMS als auch die HPLC stellen etablierte Verfahren zur Bestimmung von HCY
dar. Beide Methoden basieren auf einem Chromatographie-Verfahren und erlauben eine
weitere Quantifizierung der einzelnen Bestandteile der zu untersuchenden Substanz. Fir die
Detektion von HCY wurden im Rahmen der Massenspektrometrie zwei definierte Peaks
verwendet, anhand derer die Konzentration des Analyten berechnet wurde. Die
Gaschromatographie ist nur anwendbar fur Komponenten, die gasformig sind oder
verdampfen (Siedebereich bis 400°C). Im Unterschied zur HPLC sind somit nur ausreichend
flichtige Substanzen nachweisbar (HUBSCHMANN, 2001). Die GCMS wurde in einer
internationalen Multicenter-Studie als Referenz-Methode angesehen (PFEIFFER et al.,
1999a), ist im Vergleich zu den automatisierten Systemen der Routine-Labordiagnostik
allerdings mit einem hoheren Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden. Dagegen kommt die
GCMS auch mit sehr geringen Mengen an Probenmaterial im Vergleich zu den Automaten

aus, was sich gerade bei den geringen Blutmengen der Mause als hilfreich erwies.
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In der hier vorgestellten Studie wurde die Folsaure-Serumkonzentration mit einem
vollautomatischen ADVIA-Centaur-System aus der Routine-Diagnostik bestimmt. Der
ADVIA-Centaur arbeitet auf der Basis eines kompetitiven Immunoassays unter Anwendung
der direkten Chemilumineszenz-Technologie. Die erforderliche Mindestblutmenge von 150 pl
erreichten wir durch eine entsprechende Verdunnungsstufe. Als alternative Methode, um die
notwendige Mindestblutmenge von 150 pl fiir die entsprechende Messung zu erhalten, ist ein
Pooling der Serumproben mehrerer Tiere zu diskutieren (TROEN et al., 2003).

Grundsatzlich ist die Messung der Folsdurekonzentration im Serum sowie in Erythrozyten
moglich (BAILEY, 1990). Die Analyse der Folsdurekonzentration in Erythrozyten
reprasentiert das zellulare Folatangebot und kann somit als der relevantere Index fir die
Detektion eines Folsduremangels angesehen werden. Die Halbwertszeit von Folat in
Erythrozyten betragt allerdings etwa 100 Tage, so dass die Messung der
Folsdurekonzentration in  Erythrozyten keine kurzfristigeren Veranderungen des
Folatangebots anzeigt. Folglich ist das Erythrozytenfolat ein trager Indikator fir einen akuten
Folsduremangel. Bei gleichzeitigem Vitamin-B12-Mangel steigt 5-Methyl-THF an
(Folsaurefalle) und diffundiert als Monoglutamat aus der Zelle in das Serum. Deshalb werden
in dieser Situation relativ geringe Folatkonzentrationen in den Erythrozyten gemessen,
wahrend die Folsdure-Serumkonzentration deutlich héher ist. Die Messung des Serumfolats
erfasst also besser Schwankungen in der alimentaren Folatversorgung mit der Nahrung, der
Erythrozytenfolatspiegel reflektiert dagegen die Gewebekonzentration beziehungsweise die
langfristige alimentare Versorgung (BAILEY, 1990; STABLER et al., 1993; DONNELLY,
2001).

Nach oraler Aufnahme von 15 bis 20 g Histidin scheiden Patienten vermehrt N-
Formiminoglutamat Gber den Urin aus, was eine weitere Diagnosemdglichkeit zur
Feststellung eines Folsduremangels darstellt (Histidinbelastungstest). Unter physiologischen
Bedingungen werden weniger als 30 pg/ml beziehungsweise maximal 18 mg/Tag
Formiminoglutamat im Urin ausgeschieden. Bei einem Mangel von aktivem Folat ist die
Ausscheidung stark erhéht (bis zu 2 g/Tag). Aufgrund der oben beschriebenen direkten
guantitativen Nachweismethoden hat dieses indirekte Testverfahren jedoch an Bedeutung
verloren (LOFFLER, PETRIDES, 2003).

Es besteht eine enge inverse Korrelation zwischen Folat und HCY mit einer diagnostischen

Sensitivitat von etwa 91 %. Bei diatisch induziertem Folatmangel steigt unter physiologischen

Bedingungen die HCY-Serumkonzentration schon nach kurzer Zeit an. Die Messung der
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HCY-Serumkonzentration kann daher als eine weitere indirekte Methode zur Analyse des
Folsaurestatus angesehen werden (HERRMANN, 2001).

Vitamin B12 ist im Serum zu 25 % an Transcobalamin Il (Holotranscobalamin, aktive Form
des Vitamin B12) und zu 75 % an Transcobalamin | und 1ll (Holotranscobalamin | und lil,
inaktive Formen des Vitamin B12) gebunden (GIMSING, NEXO, 1989). Im klinischen Alltag
wird meist die Serumkonzentration des Gesamt-Vitamin-B12 als Indikator eines Vitamin-B12-
Mangels bestimmt, obwohl hierdurch nur begrenzte Informationen Uuber die
Serumkonzentration der aktiven Form des Vitamin B12 gewonnen werden kodnnen
(HERRMANN, 2001). In der hier vorgestellten Studie wurde die Serumkonzentration des
Gesamt-Vitamin-B12 mit einem vollautomatischen ADVIA-Centaur-System —vergleichbar der
Folsdure-Messung— bestimmt. Die erforderliche Mindestblutmenge von 100 pl fir die
Vitamin-B12-Analyse wurde ebenfalls durch eine entsprechende Verdinnungsstufe

gewabhrleistet.

Die Messung der HCY-Serumkonzentration kann als eine indirekte Methode auch zur
Analyse des Vitamin-B12-Status genutzt werden. Dartber hinaus kann die
Serumkonzentration der Methylmalonsaure als weiterer indirekter Hinweis eines Vitamin-
B12-Mangels herangezogen werden (HERRMANN, 2001).

Im Rahmen des sogenannten Schilling-Tests kann die Aufnahme von Vitamin B12 im Ileum
durch die orale Gabe von radioaktiv markiertem Vitamin B12 bestimmt werden. Hierbei wird
die im 24-Stunden-Urin ausgeschiedene Menge an radioaktivem Vitamin B12 gemessen.
Eine verminderte Ausscheidung spricht fiir eine Resorptionsstérung im unteren lleum
(RENZ-POLSTER et al., 2006). Auch wenn anhand dieses Testverfahrens eine Vitamin-B12-
Resorptionsstérung diagnostiziert werden kann, gibt die beschriebene Methode keine direkte

Auskunft Uber die tatsachliche Vitamin-B12-Serumkonzentration.

Die durch Folsdure- und Vitamin-B12-bedingte Beeintrachtigung der DNA-Synthese
verursacht eine makrozytdre Anadmie (SNOW, 1999). Entsprechend kann die Bestimmung
des mittleren korpuskularen Volumens von Erythrozyten (MCV) als Marker einer
megaloblastdren Anadmie zur Analyse des Folsaure- und Vitamin-B12-Status angewandt
werden (SNOW, 1999).

Durch den Deoxyuridin-Suppressionstest wird in Leukozyten oder Knochenmarkszellen die

Kapazitat zur Inkorporation von 3[H]-Thymidin in die DNA nach Zufuhr der Kofaktoren

Folsaure oder Vitamin B12 gemessen (METZ et al., 1968). Auch wenn es sich hierbei um
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eine sehr sensitive und spezifische Analysemethode eines Folsaure- und Vitamin-B12-
Mangels handelt, ist die Anwendung dieses Verfahrens inzwischen weitestgehend durch die
oben beschriebenen Immunoassays abgel6st worden (CARMEL et al., 1988).

Trotz der Vielzahl an indirekten Analysemethoden eines Folséaure- und Vitamin-B12-Mangels
kann die direkte Messung der entsprechenden Vitaminkonzentrationen mittel Immunoassays
im Tiermodell als Standardverfahren angesehen werden (HERRMANN, 2001). So zeigten
auch die Ergebnisse dieser Studie, dass die angewandten Immunoassays zuverlassige und
reproduzierbare Messungen des Folsdure- und Vitamin-B12-Status im Mausmodell

ermoglichen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass die Applikation einer Homocystin-,
beziehungsweise einer Methionin-angereicherten Diat sowie einer B-Vitamin-defizienten Diat
im Mausmodell eine HHCY hervorruft. Hierbei fihrte die Homocystin-angereicherte Diat zu
einer schweren HHCY, die Methionin-angereicherte Diat sowie die B-Vitamin-defiziente Diat
allerdings nur zu einer moderaten bis intermediaren HHCY (STANGER et al., 2003).

Die Induktion einer HHCY durch die Applikation einer Homocystin-, beziehungsweise einer
Methionin-angereicherten Diat sowie einer B-Vitamin-defizienten Diat wurde Im Mausmodell
bereits in verschiedenen Studien beschrieben (HOFMANN et al., 2001; TROEN et al., 2003;
ZHOU et al., 2003; BERNARDO et al., 2007; ROGERS et al., 2007; TROEN et al., 2008).
Troen und Kollegen fltterten Mause Uber einen Zeitraum von 10 Wochen mit einer
Methionin-angereicherten und einer B-Vitamin-defizienten Diat. Hierbei konnten sie in der
Methionin-Gruppe eine intermediare HHCY (86,7 + 25,3 umol/l) und in der Vitamin-Mangel-
Gruppe eine schwere HHCY (243,0 + 82,0 umol/l) hervorrufen (TROEN et al., 2003). Im
Gegensatz zu diesen Daten wurde von der gleichen Arbeitsgruppe in einer weiteren Studie
durch Gabe einer B-Vitamin-defizienten Diat nur eine intermediare HHCY (35,2 + 28,7
pmol/l) und durch Gabe einer Methionin-angereicherten Diat eine moderate HHCY (13,9 +
3,6 umol/l) induziert (TROEN et al., 2008). Die Behandlung mit dem entsprechenden Diat-
Futter erfolgte in dieser Studie Uber einen Zeitraum von 10 Wochen. Zhou et al. konnten
durch die Applikation eines Methionin-angereicherten Futters eine intermediare HHCY (53,6
+ 8,7 umol/l) und durch die Bereitstellung von Homocystin-angereichertem Trinkwasser eine
moderate HHCY in Mausen hervorrufen (ZHOU et al., 2003). Die Gabe des Methionin-

angereicherten Futters sowie die Bereitstellung von Homocystin-angereichertem Trinkwasser

67



Diskussion

erfolgte Uber 18 Wochen. Hofmann und Kollegen induzierten in der Maus durch die Gabe
einer Methionin-angereicherten Diéat Uber einen Zeitraum von 8 Wochen eine intermediare
HHCY (47,3 = 3,2 pmol/l). Interessanterweise flhrte die Gabe einer B-Vitamin-defizienten
Diat in der gleichen Studie zwar zu einer Reduktion der Vitamin-B12- und Folséure-
Serumkonzentration um das Zehnfache gegenuber der Kontrollgruppe, jedoch nicht zu einer
HHCY (HOFMANN et al., 2001). Im Rattenmodell konnte mehrfach gezeigt werden, dass die
Applikation einer Homocystin-angereicherten Diat eine intermedidre HHCY und die Gabe
einer Methionin-angereicherten Di&t eine moderate HHCY hervorruft (OZDEM et al., 2007).

Die grol3e Heterogenitat der HCY-Serumkonzentration in den zitierten Studien weist darauf
hin, dass das Ausmaf einer alimentar induzierten HHCY im Tiermodell von zahlreichen
Faktoren abhéngt. So spielt beispielsweise die Applikationsdauer, aber auch die
Applikationsform und die spezifische Zusammensetzung der Homocystin-, beziehungsweise
Methionin-angereicherten Didten sowie der B-Vitamin-defizienten Diaten eine entscheidende
Rolle. Aber auch die Aufbereitung der Serumproben und die unterschiedlichen
Messmethoden sind im Hinblick auf die Divergenz der oben aufgefiihrten Messdaten zu
diskutieren. So wurde zum Beispiel ein Teil der Messungen aus den zitierten Studien an
gepoolten Serumproben durchfiihrt (TROEN et al., 2003).

Beim Menschen wird eine HHCY in den meisten Fallen durch einen Mangel an Vitamin B6,
Vitamin B12 und Folsaure hervorgerufen (KIM et al., 2003; STANGER et al., 2003; CLARKE
et al., 2004) sowie durch eine Abnahme der Nierenfunktion mit zunehmendem Alter
(SELHUB et al., 1993; HERRMANN et al., 1999; VAN GULDENER et al.,, 2005).
Entsprechend spiegelt die Applikation einer B-Vitamin-defizienten Diat im Tiermodell ein
klinisches Szenario wieder. In diesem Zusammenhang ist von besonderem Interesse, dass
ein B-Vitamin-Mangel vor allem zu einer intrazellularen Akkumulation von HCY fihrt,
wahrend die exogene Applikation von Homocystin primér einen extrazellularen Anstieg der
HCY-Konzentration bewirkt (HERRMANN et al., 2007a). Somit kann davon ausgegangen
werden, dass auch in dem in dieser Studie angewandten Tiermodell an der Maus die
Applikation der Homocystin-angereicherten Diat vor allem zu einem extrazellularen Anstieg
der HCY-Konzentration fiihrte, wahrend die Gabe der B-Vitamin-defizienten Diat eher eine

intrazellulare Akkumulation von HCY hervorrief.

Die biomechanischen Knochenanalysen dieser Studie zeigten, dass eine schwere HHCY zu
einer signifikanten Beeintrachtigung der Steifigkeit des Frakturkallus fihrt. Die
biomechanischen Eigenschaften des Knochens werden primar durch die Beschaffenheit der

extrazellularen Knochenmatrix bestimmt (VASHISHTH et al., 2001). Typ-I-Kollagen, welches
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die Hauptkomponente der organischen extrazellularen Matrix darstellt, wird in drei
Einzelketten synthetisiert, die durch sogenannte Crosslinks verbunden sind. Unterschieden
werden enzymatische Crosslinks, die die Knochenstabilitat erhdéhen, von nicht-
enzymatischen Crosslinks, die einen negativen Einfluss auf die biomechanischen
Eigenschaften des Knochens haben (VASHISHTH et al., 2001). Interessanterweise wurde in
Knochenproben von hyperhomocysteindmen Patienten eine erhéhte Konzentration an nicht-
enzymatischen Crosslinks gefunden (LUBEC et al., 1996; SAITO et al., 2006). Die Synthese
von Typ-I-Kollagen spielt auch wéhrend der Frakturheilung eine wichtige Rolle (VASHISHTH
et al., 2001; BANSE et al.,, 2002; OPOLKA et al., 2007). Somit kdonnte die herabgesetzte
Stabilitéat des Frakturkallus in hyperhomocysteindmen Mausen durch eine vermehrte Bildung
von nicht-enzymatischen Crosslinks im Rahmen der Synthese von Typ-I-Kollagen bedingt
sein. Folgestudien werden entsprechend zu klaren haben, ob eine HHCY die Synthese von
Typ-I-Kollagen, und insbesondere die Beschaffenheit der Kollagen-Crosslinks innerhalb des

Frakturkallus beeinflusst.

Kirzlich konnte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden, dass eine erhdhte HCY-
Konzentration mit einem katabolen Knochenstoffwechsel assoziiert ist (HERRMANN et al.,
2005a; HERRMANN et al., 2005b; HERRMANN et al., 2007b). So konnten verschiedene
klinische Studien einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer HHCY und einer
gesteigerten Konzentration von Knochenresorptionsmarkern nachweisen (DHONUKSHE-
RUTTEN et al., 2005; GERDHEM et al., 2007). Diese klinischen Ergebnisse wurden durch
Zellkultur-Studien bestétigt, welche einen HCY-abhangigen Anstieg der Osteoklasten-
Aktivitat zeigten (HERRMANN et al., 2005b). Einschrankend muss allerdings festgehalten
werden, dass die Effekte einer HHCY auf Osteoklasten kontrovers diskutiert werden, da in
anderen Studien keine signifikante Korrelation zwischen einer HHCY und einer erhdhten
Osteoklasten-Aktivitat nachgewiesen werden konnte (ABRAHAMSEN et al., 2003; PERIER
et al., 2007). Osteoklasten spielen eine wichtige Rolle im Rahmen der Frakturheilung. So
sind Osteoklasten fir die Resorption des knorpeligen Kallus und damit fir die
Verknécherung des weichen Frakturkallus im Rahmen der enchondralen Ossifikation
verantwortlich (NESBITT, HORTON, 1997; VAANANEN et al., 2000; VAARANIEMI et al.,
2004). Des Weiteren stellen Osteoklasten den entscheidenden Zelltyp im Rahmen des
Remodelings wahrend der spaten Frakturheilung dar (NESBITT, HORTON, 1997;
VAANANEN et al., 2000; VAARANIEMI et al., 2004). Da die biomechanischen Studien in der
hier vorgestellten Studie nach vierwochiger Frakturheilung durchgefiihrt wurden, ist vor allem
der mogliche Effekt einer HHCY auf die Osteoklasten-Aktivitdt wahrend der enchondralen
Ossifikation zu diskutieren. Entsprechend kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine

HHCY die osteoklastare Resorption des knorpeligen Kallus beeintrachtigt, was konsekutiv in
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einer verminderten Steifigkeit des Frakturkallus resultiert. Um diese Hypothese zu evaluieren
sind in Folgestudien weitere histologische, immunhistochemische und proteinbiochemische
Untersuchungen notwendig, die den Einfluss einer HHCY auf die Gewebekomposition des
Kallus und die Osteoklasten-Aktivitat innerhalb des Frakturkallus analysieren.

Weitere Studien weisen darauf hin, dass eine HHCY auch die Aktivitdt von Osteoblasten
beeinflusst (HERRMANN et al., 2007a). Allerdings widerspricht sich auch diesbezuglich die
Datenlage. In-vitro-Studien offenbaren eine moderate Stimulation der Osteoblasten-Aktivitét
durch geringe HCY-Konzentrationen, wahrend hohe HCY-Konzentrationen eher einen
toxischen Effekt auf Osteoblasten zu haben scheinen (HERRMANN et al., 2005b). Auf der
Grundlage dieser Ergebnisse ist zu diskutieren, ob eine HHCY Uber eine Osteoblasten-
Hemmung die Frakturheilung beeintrachtigt. Entsprechende histologische,
immunhistochemische und proteinbiochemische Analysen des Frakturkallus sind
erforderlich, um den Zusammenhang einer HHCY und der Osteoblasten-Aktivitat wahrend

der Frakturheilung zu untersuchen.

Im Gegensatz zu der massiven HHCY, die durch die Homocystin-supplementierte Diat
verursacht wurden, hatten die intermediare beziehungsweise moderate HHCY, die durch die
Methionin-angereicherte beziehungsweise B-Vitamin-defiziente Diadt induziert wurden, keinen
Einfluss auf die Steifigkeit des Frakturkallus. Herrmann und Kollegen untersuchten 2007 den
Effekt einer HHCY auf die Knochenqualitat mit biomechanischen und histologischen
Methoden an Ratten (HERRMANN et al., 2007b). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten
zusammengefasst einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Grad der HCY-
Serumkonzentration und der Knochenqualitat. So fuhrte die Applikation einer Methionin-
angereicherten Diat zu einer moderaten HHCY, welche die Knochenqualitat nur geringflgig
beeinflusste. Im Gegensatz dazu rief die Fitterung einer Homocystin-angereicherten Diat
eine deutlich hohere HCY-Serumkonzentration hervor verbunden mit einer massiven
Beeintrachtigung der Knochenqualitit (HERRMANN et al., 2007b). Somit scheint eine sehr
ausgepragte HHCY den Knochenstoffwechsel des intakten Knochens ebenso wie die
Frakturheilung stérker zu beeinflussen, als eine nur maRig ausgepréagte HHCY. Der fehlende
Effekt der Methionin-angereicherten und B-Vitamin-defizienten Diat auf die Frakturheilung in
unserer Studie kdnnte also durch den zu gering ausgepragten Grad der HHCY in diesen

Versuchsgruppen bedingt sein.
Eine weitere aktuelle Studie von Herrmann und Kollegen an Ratten konnte nachweisen, dass

HCY gewebsspezifisch im Knochen akkumuliert. Der Knochen-schadigende Einfluss einer

HHCY scheint hierbei mit dem Mald der kndchernen Akkumulation von HCY zu korrelieren.
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Der Grofdteil des im Knochen angereicherten HCY ist an Kollagen gebunden (HERRMANN
et al., 2009). Andere Studien konnten zeigen, dass HCY Uber eine Interaktion von Aldehyd-
Gruppen an Kollagen bindet und gleichzeitig so die Formierung von stabilen Kollagen-
Crosslinks verhindert (KANG, TRELSTAD, 1973). Basierend auf diesen Untersuchungen ist
davon auszugehen, dass HCY auch im Rahmen der Frakturheilung an Kollagen bindet und
somit in neu gebildetem Knochengewebe akkumuliert. Des Weiteren geben die aufgefuhrten
Studien einen weiteren Hinweis darauf, dass eine HHCY die Frakturheilung Uber ein
gestortes Kollagen-Crosslinking beeintrdchtigen konnte. Weitere proteinbiochemische
Analysen sind erforderlich, um die These einer Akkumulation von HCY im Frakturkallus und

einer damit assoziierten Stérung des Kollagen-Crosslinking zu untersuchen.

5.3 Schlussfolgerungen

1. Das angewandte Tiermodell ist geeignet, um den Effekt einer alimentar induzierten

HHCY auf die Knochenbruchheilung an Mausen zu untersuchen.

2. Die laborchemischen Auswertungen konnten bestatigen, dass die Applikation einer
Homocystin-, beziehungsweise einer Methionin-angereicherten Diat sowie einer B-
Vitamin-defizienten Diat im Mausmodell eine HHCY hervorruft. Hierbei flihrte die
Homocystin-angereicherte Diat zu einer schweren HHCY, die Methionin-
angereicherte Diat zu einer intermediaren HHCY und die B-Vitamin-defiziente Diat zu
einer moderaten HHCY.

3. Sowohl radiologisch als auch computertomographisch fanden sich in allen Tieren
nach vierwochiger Frakturheilung Zeichen einer kompletten knochernen
Frakturiberbriickung. Es konnten radiologisch und makroskopisch keine Zeichen

einer verzogerten oder ausbleibenden Frakturheilung beobachtet werden.

4. Die Methionin-angereicherte und die B-Vitamin-defiziente Diat zeigten keinen Einfluss

auf die Steifigkeit des Frakturkallus nach vierwochiger Frakturheilung.

5. Nach vierwétchiger Frakturheilung ergab die biomechanische Auswertung der
Knochen eine signifikant reduzierte Biegesteifigkeit des Frakturkallus in Tieren, die

mit einer Homocystin-angereicherten Diét geflttert wurden.

6. Die hier gewonnen Ergebnisse korrespondieren mit Daten aus vorangegangenen

tierexperimentellen Studien, welche zeigten, dass eine moderate HHCY nur zu einer
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geringeren Beeinflussung des Knochenstoffwechsels fuhrt, wahrend eine schwere

HHCY den Knochenstoffwechsel signifikant beeintrachtigt.
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