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Verzeichnis relevanter Abkilirzungen

aCGRP Calcitonin gene-related peptide alpha

AF Atemfrequenz

AP alkalische Phosphatase

BMP Bone Morphogenetic Protein
CSF Cerebrospinalflussigkeit
CGRP Calcitonin gene-related protein
CT Computertomographie

ECM Extrazellulare Matrix

Fx Fraktur

GLA-OCN Carboxyliertes Osteokalzin
GLU13-OCN Uncarboxyliertes Osteokalzin

HF Herzfrequenz

IGF-1 Insulin-like growth hormone - 1

IL-6 Interleukin-6

InsR Insulinrezeptor

MSCs Mesenchymale Stammzellen

OCN Osteokalzin

OPG Osteoprotegerin

RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
SHT Schadel-Hirn-Trauma

SIRS Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom
SNS Sympatisches Nervensystem

WT Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem



1 Einleitung

Eine verzogerte bzw. beeintrachtigte Knochenheilung stellt ein relevantes klinisches
Problem sowie eine therapeutische Herausforderung im klinischen Alltag im Bereich
der Orthopadie und Unfallchirurgie dar [1, 2], was zu erheblichen Einschrankungen der
Lebensqualitat und des sozialen Lebens der Patienten sowie zu hohen
Behandlungskosten fur die Gesundheitssysteme fuhrt [3]. Wenn die kndcherne
Heilung einer Fraktur Uber einen Zeitraum von 4 bis 6 Monaten ausbleibt, dann spricht
man von einer verzoégerten Frakturheilung (""delayed union™’). Falls nach 6 Monaten
immer noch keine Tendenz einer Frakturkonsolidierung zu sehen ist, dann liegt eine
Pseudarthrose vor (""'non-union”’) [1, 4, 5].

Die Pseudarthrosen werden in aseptische (hypertrophe und atrophe) und septische
(Infekt-) Pseudarthrosen unterschieden. Die frihzeitige Erkennung der Art der
Pseudarthrose ist von enormer Bedeutung fur die weitere Planung der Therapie [3, 6].
Die hypertrophen Pseudarthrosen werden in der Regel durch eine Instabilitdt im
Bereich des Frakturspaltes bei biomechanisch insuffizienter Osteosynthese verursacht
und weisen in den meisten Fallen keine Durchblutungsprobleme auf. Im Gegenteil liegt
bei den atrophen Pseudarthrosen eine Storung der Durchblutung im Bereich der
Fraktur vor, die entweder unfallbedingt ist (zum Beispiel durch schweres
Weichteiltrauma oder Deperiostierung der Fragmente) oder durch eine biologische
Beeintrachtigung des Patienten (zum Beispiel periphere  arterielle
Verschlusserkrankung oder Diabetes mellitus) entsteht. Des Weiteren spielen
iatrogene Faktoren auch eine Rolle, wie zum Beispiel eine sehr rigide Osteosynthese,
eine Fixation der Fragmente auf Distanz, oder eine ungenltgende intrafragmentare
Kompression. Die schwerwiegendste Art einer Pseudarthrose ist die Infekt-
Pseudarthrose. Die ausbleibende Frakturheilung wird durch eine Infektion verursacht,
vor allem bei offenen und komplexeren Frakturen mit schweren Weichteilschaden,
sowie bei postoperativen Infektionen. Groflere Knochendefekte, sowie persistierende
Infektionen koénnen die operative Behandlung der Infekt-Pseudarthrosen deutlich
komplizieren [3, 6, 7].

Laut einer aktuellen schottischen Studie haben die Fortschritte im Bereich der
operativen Frakturbehandlung Uber die letzten Jahre zu einer Senkung der Rate von
Pseudarthrosen gefuhrt (1,9 % im Vergleich zu 5-10 % in der Vergangenheit) [4].
Trotzdem zeigt sich bei bestimmten Lokalisationen und Frakturtypen, wie zum Beispiel



bei offenen Tibiaschaftfrakturen, immer noch eine Inzidenz von bis 12 % [5]. Vor allem
sind mannliche, junge, aktive Patienten in der Altersgruppe von 30—44 Jahren davon
betroffen, was zu erheblichen gesundheits- und soziobkonomischen Kosten fuhrt [4].
Das Auftreten einer Pseudarthrose kann im Vergleich zu einer unauffalligen Heilung
zu einer Verdopplung der Behandlungskosten fihren. In den USA kostet
durchschnittlich die Behandlung von Pseudarthrosen 25.556 US$/Fall, wahrend die
unkomplizierte Behandlung einer Fraktur 11.686 US$ kostet. In Kanada verursacht
eine Pseudarthrose durchschnittlich zuséatzliche Kosten von 11.800 Can$/Fall, im
Vereinigten Konigsreich hingegen £29.204/Fall [1, 6]. Selbst bei erfolgreich
therapierten Pseudarthrosen dauert die Behandlung durchschnittlich 3—4 Jahre und
das Outcome geht in dem meisten Fallen mit einer dauerhaften Minderung der
Lebensqualitat der Patienten einher [2]. Trotz der intensiven Forschung im Bereich der
Frakturheilung sowie der Etablierung von therapeutischen Algorithmen und
Behandlungskonzepten Uber die letzten Jahrzehnte zeigen sich grof3e Schwierigkeiten
bezlglich der Wahl der optimalen Behandlung bei vielen dieser Patienten.

Der Behandlungserfolg bleibt in vielen Fallen unsicher und der Verlauf der Behandlung
der Patienten ist aufgrund mehrerer individueller Risikofaktoren nicht immer optimal.
Nebenerkrankungen wie Osteoporose, die periphere arterielle Verschlusskrankheit,
Diabetes mellitus, Neuropathien, Nikotin- und Alkoholabusus, medikamentdse
Therapie mit Steroiden oder Zytostatika, sowie Adipositas und héheres Alters kénnen
negativ den Therapieverlauf beeinflussen [2, 3, 6].

Die zur Verfigung stehenden Interventionsmadglichkeiten richten sich hauptsachlich
nach der Ursache der beeintrachtigten Knochenheilung (biomechanische, biologische
und mikrobiologische Faktoren) [7].

Bei den hypertrophen Pseudarthrosen richtet sich die operative Therapie grundsatzlich
nach der biomechanischen Optimierung durch eine stabilere Osteosynthese zusatzlich
zu der Anfrischung der Pseudarthose. Zur Verfligung stehen unterschiedliche
Osteosyntheseverfahren, wie die Platten- und Schraubenosteosynthese, die
intramedullare Marknagelung, oder der Fixateur externe, mit oder ohne
Spongiosaplastik. Bei der intramedullarer Marknagelung besteht zusatzlich die
Mdglichkeit der Dynamisierung, der intramedullarer Aufbohrung zur Stimulation der
endostalen Heilung, sowie des auf einen dickeren, stabileren Marknagels

Implantatwechsels [3, 6, 7].



In dem Fall einer atrophen Pseudarthrose steht neben der biomechanischen
Optimierung die Stimulation der biologischen Faktoren im Vordergrund. Das
chirurgische Debridement mit Entfernung samtlicher avitalen Fragmente, Anfrischung
der Pseudarthrose und Auffillen der Defekte mit autologer Spongiosa dienen der
Stimulation der Kaskade der Knochenheilung. Bei groReren ossaren Defekten kdnnen
auch komplexe Techniken Anwendung finden, wie zum Beispiel die Kallusdistraktion
mittels llizarov-Fixateurs, in Kombination mit Verwendung von biologischen Faktoren
(BMPs — Bone Morphogenetic Proteins). Zusatzlich besteht die Mdglichkeit die
operative Revision mittels konservativer MaRnahmen zu unterstltzen, wie zum
Beispiel die extrakorporale Stol3wellentherapie und die gepulste Ultraschalltherapie.
Die erfolgreiche Therapie der Infektpseudarthrosen setzt zunachst die Infektsanierung
voraus. Die komplette Entfernung des Osteosynthesematerials, das sorgfaltige und
ausgedehnte Débridement und die gezielte antibiotische Therapie sind die ersten
Schritte. Nach der erfolgten Infektsanierung konnen die 0.g. Techniken, wie bei den
atrophen Pseudarthrosen, in Anwendung kommen [3, 6, 7].

Obwohl die meisten Pseudarthrosen durch eine stabilere Fixation mit zusatzlicher
Spongiosaplastik erfolgreich behandelt werden kdénnen, ist eine solche Behandlung
sehr zeit- und ressourcenaufwendig [2]. Das Problem wird relevanter fur altere bzw.
multimorbide Patienten, die ein noch schlechteres Heilungspotenzial aufgrund einer
eingeschrankten biologischen Reaktion im Bereich der Fraktur zeigen. Die Forderung
der biologischen Faktoren im Frakturbereich kann durch isolierte operative
Interventionen, selbst bei komplexeren Therapieregimen, nicht gewahrleistet werden,
sodass zusatzliche biologische Faktoren notwendig werden. Daher ist die Identifikation
von Faktoren, die zu einer Stimulation und Beschleunigung der Knochenregeneration
fuhren konnten, von groRer Bedeutung, um die moglichst beste Behandlung der
betroffenen Patienten zu gewahrleisten [7].

Trotz intensiver Forschungsbemuihungen zur Charakterisierung der unterschiedlichen
Prozesse, die die Frakturheilung regulieren, konnten bis dato nur wenige biologische
therapeutische Maoglichkeiten mit relativ eingeschranktem klinischen
Anwendungsspektrum und hohen Kosten entwickelt werden [8]. Die im Rahmen von
Studien gemachte paradoxe klinische Beobachtung, dass ein Schadel-Hirn-Trauma
(SHT) die Frakturheilung positiv beeinflussen kann, ist sowohl klinisch als auch
wissenschaftlich hoch interessant [9-17]. Wahrend ein schweres SHT das gesamte
posttraumatische Ergebnis des verletzten Patienten grundsatzlich beeintrachtigt, kann



es Uberraschenderweise zu einer paradoxen Erhéhung der Kallusformation bei
begleitenden Frakturen kommen [13] (Abb. 1).

SHT+Fx (3 Mo post) Fx (3 Mo postop)
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Abbildung 1: Klinischer Fall von ausgepragten Kallusbildung nach SHT: (A/B): anteroposteriore und seitliche
Rontgen-Aufnahmen eines Patienten mit SHT und Femurfraktur 3 Monate postoperativ nach intramedullarer
Marknagelung. (C/D): anteroposteriore und seitliche Ro&ntgen-Aufnahmen eines Patienten mit isolierter
Femurfraktur 3 Monate postoperativ nach intramedulldrer Marknagelung. Der Unterschied beziglich der
Kallusbildung bei dem Patienten mit der kombinierten Verletzung ist eindeutig (modifiziert nach [15]).

Des Weiteren leiden Patienten mit schwerem SHT oft an heterotopen Ossifikationen,

die auf eine Ubermafige Induktion der Knochenneubildung hinweisen [18—20] (Abb.

Abbildung 2: Klinischer Fall von aktiven heterotopen Ossifikationen: A: 46-jahriger Patient mit ausgepragten
heterotopen Ossifikationen im Bereich der linken Hiifte nach einem schweren SHT 6 Monaten nach Trauma. B:
Heterotope Ossifikationen 8 Monate posttraumatisch nach SHT (modifiziert nach [21]).

Bei etwa 60 % aller polytraumatisierten Patienten liegt ein nennenswertes SHT vor
[22]. Klinisch kann die Frakturheilung der langen Réhrenknochen beschleunigt sein.

Nach der ersten Beschreibung des Phanomens von Calandriello in den 60er Jahren



[23, 24] konnten weitere klinische Studien dies bestatigen, wahrend andere Studien zu
widerspruchlichen Ergebnissen gekommen sind [9, 10, 12, 15, 16, 25-27]. Die
Ursachen dieses einzigartigen Phanomens sind bisher unbekannt und werden
demzufolge auch nicht therapeutisch genutzt. In Abkehr von der Vorstellung des
Knochens als isoliertes Stutzgewebe kam es in den letzten zwei Jahrzehnten zu einem
wissenschaftlichen Paradigmenwechsel [28, 29]. Zunehmend rickte nun die
endokrine Bedeutung des Knochens in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses,
wobei die ossare Regulation des Glukosestoffwechsels eine zentrale Rolle einnahm
[28, 30-32] (Abb. 3).
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Abbildung 3: Osséare Regulation des Glukosemetabolismus: Interaktion von Osteoblasten, Osteoklasten und
beta-Zellen im Pankreas, die hauptsachlich durch die Hormonen Insulin, Osteokalzin und die OPG / RANKL erfolgt.
OPG: Osteoprotegerin; GLA-OCN: cabroxyliertes Osteokalzin; GLU13-OCN: uncarboxyliertes Osteokalzin; ECM:
extrazellulare Matrix; RANKL: Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand; InsR: Insulinrezeptor (modifiziert
nach [33].

Trotz der bereits vorliegenden Literatur fehlt aktuell die pathophysiologische Erklarung
der zugrunde liegenden Mechanismen dieses interessanten Phanomens der

beschleunigten Frakturheilung nach SHT [17].



Dies liegt hauptsachlich daran, dass Traumata des zentralen Nervensystems (ZNS)
und des Skeletts zu komplexen biologischen Anderungen im Organismus fiihren
konnen [34-36]. Innerhalb der ersten Tage nach einem SHT koénnen lokale und
systemische Anderungen in einer Vielzahl von Neuropeptiden und Hormonen wie zum
Beispiel erhohter Leptin-, Calcitonin gene-related peptide alpha (aCGRP)- oder
Prolaktin-Spiegel, beobachtet werden [8, 37-43]. Im Gegensatz dazu wurden
niedrigere Konzentrationen von Wachstumshormonen im Blut, wie zum Beispiel
insulin-like growth hormones - 1 (IGF-1), antidiuretische Hormone, Kortikosteroiden
und Steroiden beobachtet [39, 44, 45]. Zusatzlich fluhrt der erhdhte Sympathikotonus
zu einem hypermetabolischen Zustand, was wiederum zu einer peripheren
Insulinresistenz bei gleichzeitiger Hyperinsulinamie fuhrt [46, 47]. Je nach
Schweregrad der Verletzung gehen diese Anderungen mit einer inflammatorischen
Kaskade aufgrund einer immunologischen Dysfunktion durch lokale und systemische
Anderungen der Konzentration von Zytokinen und Chemokinen einher [48, 49].
Wahrend das SHT seine pleiotropen Effekte auf den Korper ausubt, wird die
Frakturheilung wiederum von multiplen Faktoren gesteuert, was Ilokale und
systemische Kontrollmechanismen beinhaltet [50]. Dazu gehort unter anderem die
Invasion von Stammzellen und Immunzellen in das Frakturhamatom, gefolgt von einer
Angiogenese sowie Induktion der Osteogenese mit darauffolgendem Kallus-
Remodelling in spateren Phasen der Heilung [51-53]. Solche Anderungen werden
nicht nur von der Iokalen Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren gesteuert, sondern auch von systemisch zirkulierenden Peptiden
[35, 48, 54-58].

Neuronale Signalkaskaden, zum Beispiel Uber das sympathische Nervensystem
(SNS), scheinen =zusatzlich die Frakturheilung zu kontrollieren [59]. Das
Knochengewebe bzw. eine Fraktur ist auch in der Lage, die Funktion anderer
fernliegender Organe durch endokrine Feedback-Loops zu regulieren. Ein Beispiel
hierfir sind die Leptin- und Osteokalzin-Sekretion, welche den Glukose- und
Testosteron-Stoffwechsel beeinflussen kdnnen [55] (Abb. 4).
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Abbildung 4: Bidirektionale Kommunikation zwischen Skelett und Nervensystem. Das sympatische und
parasympatische Nervensystem kénnen den Knochenmetabolismus direkt regulieren. Ein ahnlicher Mechanismus
wurde fir das Molekiil aCGRP beobachtet. Das Hormon Leptin scheint sowohl direkt, als auch indirekt den ossaren
Umbau zu kontrollieren. Sekundare Organe (Immunsystem, endokrines System der Glukoseregulation) scheinen
ein Teil der Effekte des zentralen Nervensystems auf den Knochenmetabolismus zu beeinflussen. Die genaue Rolle
von diesen Faktoren, sowie eventuell weitere Mediatoren bezliglich der ausgepragten Kallusbildung nach SHT,
sind weiterhin unbekannt.

2 Ziel der Habilitationsschrift

Diese vielfaltige Interaktion zwischen verschiedenen Systemen und Organen ist der
Hauptgrund, warum bis dato die Interaktion zwischen SHT und Frakturheilung noch
nicht grundsatzlich untersucht wurde. Dafir sind nicht nur Beobachtungsstudien,
sondern auch mechanistische tierexperimentelle Studien, die das Phanomen auf
biochemischer, molekularer, biomechanischer und histologischer Ebene von grof3er
Bedeutung.

Zusatzlich fehlt bisher ein valides Tiermodell, welches in Analogie zur klinischen
Situation Verletzungen des Skeletts (Frakturen) mit einem SHT in der Maus
standardisiert reproduziert und das Phanomen der ausgepragten Kallusbildung
bestatigt [36, 60—63]. Des Weiteren war es bisher unbekannt, wie das biomechanische
Verhaltnis und die histomorphologischen Eigenschaften des ausgepragten
Frakturkallus sind. Ferner wurde bisher die mogliche Rolle des Hormons Leptin im
Rahmen dieses Phanomens — als wesentlicher Regulator der Homdostase — noch
nicht untersucht. AuBerdem wurde die Frage, ob ahnliche Phanotypen nach noch

komplexeren Traumakombinationen (zum Beispiel in Kombination mit einem
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hamorrhagischen Schock) beobachtet werden koénnten, bisher nicht adaquat
beantwortet. Die pathophysiologische Erklarung der Interaktion von SHT und
Knochenheilung kann von groler Bedeutung fur die Entwicklung neuer
Therapieprinzipien sein.

Aus den o. g. Grinden wurden im Rahmen dieser Habilitationsschrift folgende Fragen

gestellt:

1. Ist es mdglich, das Phanomen der ausgepragten Kallusbildung nach SHT durch
die Etablierung eines standardisierten Tiermodells an Wildtyp(WT)-Mausen zu
reproduzieren?

2. Wie verhalt sich der neu gebildete Kallus biomechanisch und radiologisch im
zeitlichen Verlauf im Tiermodell?

3. Gibt es Unterschiede hinsichtlich des radiologischen und biomechanischen
Verlaufs der Frakturheilung nach Kombinationstrauma (SHT und Fraktur) in
Leptin-Knock-out-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen?

4. Wie sind die histomorphometrischen Eigenschaften des Kallus in WT- und
Leptin-Knock-out-Mausen?

5. Wie zeigt sich die Frakturheilung bei komplexeren Verletzungsmustern mit

zusatzlichem Hirnschaden in einem experimentellen Polytrauma-Tiermodell?

Die Erklarung des Phanomens der beschleunigten Kallusformation bei SHT-Patienten
konnte zu der Entwicklung von Therapieprinzipien zur Behandlung von heterotopen
Ossifikationen, Osteoporose oder beeintrachtigter Knochenheilung flihren, wie zum
Beispiel nach schwerem Weichteilschaden, groen Knochendefekten und bei

Pseudarthrosen.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Effekt vom Schadel-Hirn-Trauma auf die Knochenheilung: eine

experimentelle Studie an einem neuen in-vivo-Tiermodell

The effect of traumatic brain injury on bone healing: an experimental study in a novel
in vivo animal model.

Tsitsilonis S, Seemann R, Misch M, Wichlas F, Haas NP, Schmidt-Bleek K, Kleber C,
Schaser KD.

Injury. 2015 Apr;46(4):661-5.

doi: https://doi.org/10.1016/].injury.2015.01.044. Epub 2015 Jan 31.

Die Pathophysiologie der Interaktion zwischen SHT und der beschleunigten
Kallusbildung bei komplexen Frakturen in Polytrauma-Patienten ist bisher nur teilweise
untersucht [10, 14, 16, 64, 65]. Ursachen sind die Vielfalt der Verletzungsmuster und
die limitierte Anzahl von klinischen Studien sowie der Mangel entsprechender,
zuverlassiger und reproduzierbarer, klinisch-relevanter Tiermodelle. Die Maus bietet
mehrere Vorteile bezlglich der Entwicklung von experimentellen Traumamodellen:
niedrigere Kosten im Vergleich zu Grofdtiermodellen, hohe Fertilitdt und
Vermehrungsrate, unterschiedliche pharmakologische und genetische
Manipulationsmdglichkeiten und vor allem die Verfugbarkeit von mehreren Knock-out-
Stammen. Unter diesem Aspekt war das Hauptziel der Studie die Etablierung eines
Trauma-Mausmodelles mit einer Kombination von SHT und Fraktur der langen
Roéhrenknochen. Zwei standardisierte Methoden fir die Induktion eines
experimentellen Traumas wurden kombiniert (Controlled Cortical Impact Injury (CCIlI)
fur die SHT-Simulation [66, 67] und eine Femurosteotomie mit Stabilisierung durch
Fixateur externe [68, 69], um zu untersuchen, ob das klinisch beobachtete Phanomen
der beschleunigten Kallusbildung nach SHT auch an den Mausen reproduzierbar ist
(Proof-of-Principle). Die Etablierung eines solchen Tiermodelles wirde die
systematische detaillierte Untersuchung der pathophysiologischen Mechanismen und
der Knocheneigenschaften hinsichtlich der Interaktion zwischen Gehirn und Knochen
ermdglichen, um dadurch neue Therapien zu entwickeln bzw. zu testen. Im Rahmen
dieser Studie wurden 36 weibliche, 12 Wochen alte C57/BL6-Mause in zwei Gruppen
randomisiert (Fx-Gruppe/Kombinationsgruppe). In der Frakturgruppe wurde eine

12
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Femurfraktur durch eine 0,7 mm Femurosteotomie induziert und anschlieffend mit
einem Fixateur externe stabilisiert. In der Kombinationsgruppe wurde zunachst die
SHT-Induktion (CCIl) und anschlieBend die Femurosteotomie durchgefuhrt. Die
Implementierung von einem Fixateur externe ist von Vorteil: Man kombiniert eine
stabile Versorgung der Femurosteotomie, die den Frakturspalt intakt lasst, mit der
Maoglichkeit, eine artefakt-freie Mikro-CT-Untersuchung durchzuflhren. Es zeigte sich
eine Mortalitat von 21 % in der Kombinationsgruppe und von 11,7 % in der
Frakturgruppe. Die Tiere, die das Trauma uberleben konnten, zeigten eine gute
postoperative Reaktion ohne relevante sensomotorische Defizite Uber einen Zeitraum
von drei Wochen (Zeitpunkt der Euthanasie). Die Frakturheilung wurde mittels
wochentlicher in-vivo-Mikro-CT-Messungen untersucht, die tatsachlich in der
Kombinationsgruppe eine signifikant erhdhte Kallusbildung ab der 2. postoperativen
Woche bis zum Zeitpunkt der Euthanasie zeigten. Diese Ergebnisse beweisen, dass
das induzierte SHT stark genug war, um die erhohte Kallusbildung zu stimulieren und
das klinisch bekannte Phanomen in einem Tiermodell zu reproduzieren. Die Studie
dient als experimentelles Proof-of-Principle und stellt die Basis fir die weitere
Abklarung der involvierten Faktoren dar, die zu dem erhohten Kallusvolumen nach

einem SHT fuhren.
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3.2 Schadel-Hirn-Trauma und Knochenheilung: radiologische und
biomechanische Analyse der Knochenformation und der Knochenstabilitat an

einem kombinierten Trauma-Maus-Modell

Traumatic brain injury and bone healing: radiographic and biomechanical analyses of
bone formation and stability in a combined murine trauma model.

Locher RJ, Lunnemann T, Garbe A, Schaser K, Schmidt-Bleek K, Duda G, Tsitsilonis
S.

J Musculoskelet Neuronal Interact. 2015 Dec;15(4):309-15.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26636276

Die biomechanischen Eigenschaften der UberschielRenden Kallusbildung nach einem
Kombinationstrauma (SHT und Fraktur der langen Réhrenknochen) waren bisher
unklar. Die Beantwortung der Frage, ob es sich radiologisch und biomechanisch um
eine Art von heterotopen Ossifikationen oder von normaler Kallusbildung handelt, war
das Hauptziel der vorliegenden Studie. Im Rahmen dieser experimentellen Studie
wurden 138 weibliche C57/Black6N-Mause in vier Gruppen randomisiert (Fraktur
(Fx)/SHT/kombiniertes Trauma (Fx/SHT)/Kontrolligruppe). Die Femurosteotomien
wurden mit einem Fixateur externe stabilisiert und das SHT wurde mittels der CCII-
Methode induziert. Die Tiere wurden uber einen Zeitraum von 3 bzw. 4 Wochen
radiologisch in vivo und biomechanisch ex vivo hinsichtlich der Kallusbildung und der
biomechanischen Eigenschaften der Knochenheilung untersucht. Die radiologische
Untersuchung erfolgte  mittels  in-vivo-Mikro-CT-Untersuchungen und die
biomechanische Analyse mittels ex-vivo-Torsionsmessungen vom Femur.

In den Fraktur- und Kombinationsgruppen kam es bis zur dritten Woche zu einem
Anstieg des Kallusvolumens, gefolgt von einem Abfall in der vierten Woche. In Woche
2, 3 und 4 war das Kallusvolumen in der Kombinationsgruppe signifikant hdher (Woche
2: p=0,020, Woche 3: p=0,039, Woche 4: p<0,001) als in der Frakturgruppe. In der 4.
Woche war die Mineralisationsdichte der Kombinationsgruppe tendenziell hoher
(p=0,053) im Vergleich zur Frakturgruppe. In der Kombinationsgruppe zeigten sich in
der 3. und 4. Woche deutlich mehr Gberbrickte Femora im Vergleich zu den Mausen
mit isolierter Fraktur. Nach 3 Wochen war bei 79 % der Tiere in der
Kombinationsgruppe und bei 60 % der Tiere in der Frakturgruppe die Osteotomie
vollstandig mit Kallus uberbrickt. In der 4. Woche waren es 89 % in der
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Kombinationsgruppe und 60 % in der Frakturgruppe. Dieser Unterschied erreichte
allerdings keine statistische Signifikanz (p>0,05).

Vier Wochen nach der Operation waren die Femora der Kombinationsgruppe
signifikant fester als die der Frakturgruppe (p=0,029). Vergleicht man die SHT-Gruppe
mit der Kontrollgruppe, so waren die Torsionsfestigkeiten in der SHT-Gruppe 3
Wochen postoperativ signifikant niedriger (p=0,021). Nach 4 Wochen gab es keinen
signifikanten  Unterschied mehr zwischen den beiden Gruppen. Die
Kombinationsgruppe war 3 und 4 Wochen postoperativ tendenziell steifer als die
Frakturgruppe (Woche 3: p=0,083, Woche 4: p=0,057). Die linken Femora der Kontroll-
Gruppe waren 3 Wochen nach Operation signifikant steifer als die der SHT-Gruppe
(p=0,040). In der 4. postoperativen Woche gab es zwischen der Kontroll- und der SHT-
Gruppe keinen signifikanten Unterschied.

Die Ergebnisse der experimentellen Studie bestatigt die klinische Beobachtung der
erhohten Kallusbildung nach einem Kombinationstrauma (SHT und Fraktur) anhand
von in vivo radiologischen aufeinander folgenden Mikro-CT-Messungen, sowie ex vivo
biomechanischen Untersuchungen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass diese
erhdhte Kallusbildung zu einer erhohten Stabilitdt der Frakturzone mit erhohter

Mineraldichte fuhrt, was gegen einen minderqualitativen Knochen spricht.
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3.3 Gestorte Frakturheilung mit hoher Pseudarthroserate bleibt irreversibel trotz

Schadel-Hirn-Traumas in leptin-defizienten Mausen

Impaired fracture healing with high non-union rates remains irreversible after traumatic
brain injury in leptin-deficient mice.

Graef F, Seemann R, Garbe A, Schmidt-Bleek K, Schaser KD, Keller J, Duda G,
Tsitsilonis S.

J Musculoskelet Neuronal Interact. 2017 Jun 1;17(2):78-85.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28574414

Bereits durchgefuhrte Studien fur die Identifizierung von Faktoren, die in die Interaktion
von SHT und Frakturheilung involviert sind, fokussierten sich auf unterschiedliche
Molekule [10, 36, 37, 41, 44, 58, 70-76]; jedoch konnte bisher kein klarer kausaler
Zusammenhang zwischen den beobachteten Anderungen und der beschleunigten
Frakturheilung gezeigt werden. Das Hormon Leptin ist ein pleiotropes Hormon, was
initial als Appetit-Regulator identifiziert wurde. In den letzten Jahren wurde die
Beteiligung von Leptin auch am Knochenmetabolismus belegt [77—-86]. Die Rolle von
Leptin in der Knochenregulation ist komplex. Es scheint je nach Lokalisation (ZNS oder
peripherer Knochen) sowohl osteoanabole, als auch osteokatabole Mechanismen zu
stimulieren [81, 83—-89]. Interessanterweise erhoht sich die Leptin-Konzentration im
Serum und in der Cerebrospinalflissigkeit (CSF) nach einem SHT [90, 91]. Dies fuhrt
zur Frage, ob Leptin in der Pathophysiologie der ausgepragten und beschleunigten
Kallusbildung nach einem SHT involviert sein konnte. Um diese Frage zu beantworten,
wurden Leptin-Knock-out-Mause (ob/ob) radiologisch und biomechanisch in Bezug auf
die Kallusbildung nach einem SHT und einer Fraktur anhand eines kombinierten
Traumamodells untersucht, ahnlich wie die WT-Mause in der vorgegangenen Studie
[92, 93].

Die Kombinationsgruppe zeigte gegenuber der Frakturgruppe in Woche 1-3 ein
erhohtes Kallusvolumen. In Woche 4 war das Kallusvolumen der Kombinationsgruppe
niedriger als in der Frakturgruppe. Trotzdem waren diese Unterschiede zu keinem
Zeitpunkt signifikant.

Die Kallusdichte war in der Kombinationsgruppe an allen 4 Messzeitpunkten hoher als
in der Frakturgruppe. Diese Unterschiede waren bei der Kallusdichte in Woche 3
signifikant.
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In beiden Frakturgruppen (Fx- und Kombinationsgruppe) zeigte sich eine sehr hohe
Pseudarthroserate (Woche 3: Fx-Gruppe: 100 %; Kombinationsgruppe: 87,5 %)
(Woche 4: 66 % in beiden Gruppen). Die biomechanische Testung zwischen den
beiden Frakturgruppen konnte zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante
Unterschiede zeigen. Es konnte lediglich ein signifikanter Anstieg des maximalen
Drehmomentes und der Steifigkeit in der Fx-Gruppe von Woche 3 zu Woche 4 gezeigt
werden (p<0,032).

Die biomechanische Untersuchung der Femora in der SHT- und Kontrollgruppe
zeigten in Woche 3 ein signifikant hoheres maximales Drehmoment und hoéhere
Steifigkeit in der Kontrollgruppe (p=0,011).

Im Rahmen der vorliegenden Studie an Leptin-Knock-out-Mausen konnte der positive
Effekt des SHT auf die Frakturheilung nicht reproduziert werden. Im Gegenteil zeigte
sich eine deutlich schlechtere Frakturheilung mit hoher Pseudarthroserate in allen
Gruppen. Diese Ergebnisse deuten auf die Mitwirkung des Hormons Leptin an der

pathophysiologischen Kaskade, die zu einer erhdhten Kallusbildung fuhrt, hin.
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3.4 Leptin-Defizienz beseitigt den positiven Effekt eines Schadel-Hirn-Traumas
auf die Knochenheilung: histologische Analyse in einem kombinierten Trauma-
Maus-Modell

Leptin-deficiency Eradicates the Positive Effect of Traumatic Brain Injury on Bone
Healing: Histological Analyses in a Combined Trauma Mouse Model

Seemann R, Graef F, Garbe A, Keller J, Huang F, Duda G, Schmidt-Bleek K,
Tsitsilonis S

J Musculoskelet Neuronal Interact. 2018 Marz ;18(1):32-41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29504576

Ziel der Studie war die histologische Untersuchung der histomorphologischen und
strukturellen Eigenschaften des Kallus nach Femurosteotomie in WT- und leptin-
defizienten Mausen, mit und ohne zusatzliches SHT. Weibliche C57/Black6N- und
leptin-defiziente Ob/ob-Mause (jeweils 36 Tiere) wurden zwei Gruppen zugeordnet
(Fx-Gruppe und Kombinationsgruppe). Die Tiere wurden nach 3 (n=12 fir jede
Gruppe) und nach 4 Wochen (n=6 fur jede Gruppe) euthanasiert. Die histologische
Untersuchung wurde nach dem Movat’'s Pentachrome Protokoll durchgefuhrt. Die
Proben wurden histomorphometrisch analysiert, die Knochendichte und das
prozentuale mineralisierte Knochenareal wurde bestimmt. Zusatzlich wurde eine semi-
qualitative Evaluation der Frakturspaltiberbrickung nach dem Protokoll von
Mehta et al. durchgefiihrt (A=komplette Uberbriickung, B=inkomplette Uberbriickung,
C=keine Uberbriickung, D=Pseudarthrose) [94]. Die radiologischen Ergebnisse der
Vorstudien an Wildtyptieren wurden durch die Histologie gestitzt. Qualitativ konnte in
der Kombinationsgruppe der WT-Mause eine hohere Uberbriickungsrate im Vergleich
zur  Frakturgruppe festgestellt werden. Quantitativ  zeigte sich beim
Kombinationstrauma ab der 3. Woche eine hdhere 2D-Knochendichte bei
vergleichbarem mineralisiertem Knochenareal als bei der isolierten Fraktur. Leptin-
defiziente Mause zeigten (sowohl in der Kombinations-SHT- als auch in der
Frakturgruppe) eine hohere Pseudarthroserate und weniger Knochenbildung im
Frakturspalt mit statistisch signifikant geringerer Knochendichte und mineralisiertem
Knochenareal als die WT-Mause 3 und 4 Wochen postoperativ. Das zusatzliche SHT
bei den leptin-defizienten Mausen fuhrte zu keiner Stimulation der Kallusbildung;
zusatzlich zeigten sich keine Unterschiede bezuglich der Knochendichte und des
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mineralisierten Knochenareals zwischen der Fraktur- und der Kombinationsgruppe in
den leptin-defizienten Mausen. Aulderdem zeigten sich Knochen- und Knorpelbildung
an osteotomie-unabhangigen Stellen, was bei WT-Tieren kaum vorkam. Unsere
Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass Leptin eine wichtige Rolle bei der
Stimulation der Knochenheilung bei einem Kombinationstrauma spielt und dass eine
SHT-induzierte vermehrte Kallusbildung bei gleichzeitig vorliegender Fraktur ohne den

Einfluss von Leptin nicht stattfindet.
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3.5 Zeitliches Profil der inflammatorischen Reaktion nach einer Fraktur und
einem hamorrhagischen Schock: ein neues Langzeitsuiberlebens-Trauma-Maus-
Modell

Temporal profile of inflammatory response to fracture and hemorrhagic shock:
Proposal of a novel long-term survival murine multiple trauma model.

Kleber C, Becker CA, Malysch T, Reinhold JM, Tsitsilonis S, Duda GN, Schmidt-Bleek
K, Schaser KD

J Orthop Res. 2015 Jul;33(7):965-70. doi: https://doi.org/10.1002/jor.22857

Das Interesse an den komplexen Interaktionen zwischen Frakturheilung,
hamorrhagischem Schock und immunologischen Kaskaden bei polytraumatisierten
Patienten haben Uber die letzten Jahre an Bedeutung gewonnen. Nach einem
hamorrhagischen Schock zeigt sich eine ausgepragte pra-inflammatorische Reaktion
mit zum Beispiel erhdhter Interleukin 6 (IL-6)-Konzentration, die zu systemischer
inflammatorischer Reaktion (SIRS), Sepsis oder sogar Multiorganversagen flihren
kann. Wahrend der ersten Phasen der Frakturheilung ist IL-6 notwendig; es konnte
gezeigt werden, dass erhohte IL-6-Werte die Kallusbildung und die Knochenheilung
stimulieren und beschleunigen kdnnen. Bisher fehlten aber Polytrauma-Tiermodelle,
die die Untersuchung der Frakturheilung Uber eine langere Zeit ermoglichen wurden.
Die Entwicklung eines solchen klinisch relevanten Polytrauma-Tiermodelles ist absolut
notwendig, um die pathophysiologischen Mechanismen verstehen zu kénnen. Im
Rahmen der Studie wurden 60 erwachsene, weibliche C57BI6n-Mause in vier Gruppen
randomisiert: Gruppe |: Kontrolle (n=6), Gruppe Il: hamorrhagischer Schock (n=6),
Gruppe lll: Femur- und Tibiafraktur (n=24); Gruppe IV: multiples Trauma mit
hamorrhagischem Schock und Fraktur (n=24). Die Tiere wurden unter Isofluran-
Anasthesie und unter Real-time-Monitoring (Herzfrequenz (HF) und Atemfrequenz
(AF)) operiert. Der hamorrhagische Schock wurde nach dem Protokoll von Wichmann
und Vollmar induziert [95, 96]. Dabei wird die A. carotis communis rechts mit einem
Katheter punktiert und sukzessiv Blut bis zum manifesten Eintreten eines
hamorrhagischen Schocks entzogen, was durch das Monitoring validiert und
Uberwacht wird. AnschlieRend erfolgt die Reanimation der Tiere, der Katheter wird
entfernt und die A. carotis communis wird ligiert. Dies fuhrt wiederum zu einer

Durchblutungsstorung des Gehirns. Die Femur- und die Tibiafraktur wurden sukzessiv
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gesetzt. Die Frakturheilung wurde radiologisch nach 21 Tagen untersucht.
Blutentnahmen zu den IL-6-Analysen erfolgten nach 6, 24, 48 h und 21 Tagen nach
dem Trauma. Die Serum-Analysen zeigten eine signifikant erhohte Steigerung der
inflammatorischen Reaktion durch IL-6 in Gruppe IV (multiples Trauma) im Vergleich
zu den anderen Gruppen. Die radiologische Untersuchung der Frakturen nach 21
Tagen zeigte eine gute kndcherne Uberbriickung der Frakturen mit ausgepragter
Kallusbildung, vor allem in der Gruppe IV (multiples Trauma). Diese Ergebnisse
reproduzieren die klinisch beobachteten Phanomene der paradoxen Stimulation der
Kallusbildung bei Polytrauma-Patienten mit einem SHT. Es wird postuliert, dass die
Minderung der zerebralen Durchblutung durch die Ligatur der A. carotis communis zu
einer ahnlichen, wie nach einem SHT, pathophysiologischen Kaskade mit einer
ausgepragten inflammatorischen Reaktion fuhrt. Die Serumanalysen, das
engmaschige Monitoring, die radiologische Untersuchung der Frakturheilung und die
relativ lange Uberlebenszeit dieses komplexen, experimentellen Polytrauma-Modells
ermdoglicht eine Vielfalt von Untersuchungen fur die mechanistische Erlauterung der

komplexen Interaktion zwischen Frakturheilung und Homoostase.
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4 Diskussion

4.1 Interaktion zwischen SHT und Frakturheilung: klinische und experimentelle

Beobachtungen

Studien der vergangenen Jahre konnten zeigen, dass das Gehirn (ZNS) den
Knochenmetabolismus kontrolliert und dass der Hypothalamus, als Hauptregulator der
Homoostase, dabei eine zentrale Rolle spielt [28, 29, 72, 78, 97]. Diese Kontrolle
erfolgt vor allem durch die Aktivierung des SNS [59, 84, 98].

Unter diesen Aspekten wurde die seit langerer Zeit bekannte klinische Beobachtung
der ausgepragten Kallusbildung nach einem SHT noch interessanter. Das Phanomen
der Interaktion zwischen SHT und Frakturheilung wurde zum ersten Mal 1964 von
Calandriello [23, 24] beschrieben und wurde von mehreren klinischen Studien
reproduziert. Trotzdem konnte diese Hypothese Uber langere Zeit nicht begrindet
werden [13, 17]. Neu gewonnene Kenntnisse der letzten 15 Jahre haben aber zu
einem Consensus bezlglich der positiven Auswirkung eines SHT auf die
Frakturheilung gefuhrt [15, 57, 99]. In den bereits durchgeflihrten Studien wurden
unterschiedliche Faktoren untersucht, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren und Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs). Trotz der beobachteten Anderungen konnte aber
eine kausale Erklarung bisher nicht gegeben werden [9-11, 14, 26, 27, 39, 42, 45, 54,
56, 70, 73, 76, 100-103].

Es ist seit langerer Zeit bekannt, dass ein Kombinationstrauma von SHT und Fraktur
der langen Rohrenknochen bestimmte Mechanismen im Korper aktivieren kann [35,
36, 43, 71, 74]. Die Aktivierung vom SNS nach einem SHT flhrt zu einer reaktiven
Hyperglykamie, hauptsachlich aufgrund einer durch das Gehirn induzierten
Insulinresistenz, um dem Gehirn mdglichst viel Glukose bereitzustellen (selfish-brain-
theory) [46, 47, 104—-111]. Die SNS-Aktivierung wird zusatzlich vom Hormon Leptin
stimuliert, ein pleiotropes Hormon, was hauptsachlich von den weillen Fettzellen
produziert und typischerweise nach einem Trauma erhoht wird [29, 40, 84, 87, 89, 90,
112—-116]. Diese Phanomene flihren konsekutiv zu einer Reduktion der intrazellularen
Resorption der Glukose auf Knochenebene. Mittlerweile ist bekannt, dass der Knochen
den Glukosemetabolismus durch eine Erhdhung der Insulinproduktion und -sensitivitat
beeinflussen kann [29]. Das Hormon Osteokalzin, welches von Osteoblasten
produziert wird, scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen [28, 55, 117-120].
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Allerdings ist das von Osteoblasten produzierte Osteokalzin inaktiv. Fir dessen
Aktivierung ist ein niedriger pH-Wert notwendig, was in der osteoklastischen
Mikroumgebung vorhanden ist [120, 121]. Demzufolge ist die ossare Ankoppelung der
Osteoblasten und Osteoklasten fir die Osteokalzin-Aktivierung notwendig. Die
resultierende héhere Bone-Remodelling-Rate fuhrt zu einer erhéhten Konzentration
von aktiviertem Osteokalzin [122]. Nach dieser Aktivierung wird Osteokalzin in den
systemischen Kreislauf ausgeschieden, bindet sich an Rezeptoren von Beta-Zellen
des Pankreas und erhoht somit die Insulin-Produktion. Zusatzlich kann sich das
aktivierte Osteokalzin an Rezeptoren von Fettzellen binden und die Ausschuttung von
Adiponektin stimulieren, was die Sensitivitat der peripheren Organe gegen Insulin
erhdhen kann [123, 124]. Diese Fakten deuten darauf hin, dass die beobachtete
ausgepragte Kallusbildung nach einem SHT als ein Nebeneffekt der Konkurrenz fir
Energie zwischen Gehirn und den peripheren Organen betrachtet werden konnte
(fight-for-energy): Der Knochen reagiert gegen die Insulinresistenz nach einem SHT,
die zu einer Minderung der intrazellularen Absorption von Glukose fuhrt. Um dieser

entgegenzuwirken, produziert der Knochen mehr aktiviertes Osteokalzin, wofir eine

hohere Bone-Remodelling-Rate notwendig ist, was radiologisch als ausgepragte
Kallusbildung sichtbar wird (Abb. 5).

GEHIRN

SHT \:“

Insulinproduktion

& -sensitivitat Insulinresistenz

Systemische
Hyperglykdmie

Bone
Remodeling “ IOsteocaIzin

| -
N
h

IFrkturhsiIung

KNOCHEN

llntrazelluléire

Glukose

Abbildung 5: Interaktion von Gehirn und peripherem Knochen nach einem SHT: Das SHT fihrt zu einer
systemischen Anderung vom Glukosemetabolismus (Insulinresistenz und Hyperglykémie), um die dem Gehirn
verfiigbare Glukose zu erhéhen. Die Minderung der intrazelullaren Glukose im Knochen flhrt zu Aktivierung von
kompensatorischen Mechanismen (Aktivierung von Osteokalzin) durch eine erhéhte Knochenumbaurate, um die
Insulinproduktion und —sensitivitdt zu erhéhen. Dies fiihrt zu einer erhdhten Kallusproduktion nach einer Fraktur,
die radiologisch als ausgepragte Frakturheilung dargestellt wird.

Die Pathophysiologie dieses Phanomens ist komplex und bisher nicht ganz eindeutig
geklart. Die mesenchymalen Stammzellen (MSCs) mit ihren Signalkaskaden sowie

Hormonen, wie Leptin oder CGRP (calcitonin gene-related peptide), die durch
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humorale Faktoren (Zytokine, Wachstumsfaktoren, Enzyme usw.) beeinflusst werden,

scheinen jedoch die Hauptregulatoren zu sein [37, 38] (Abb. 6).
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Abbildung 6: Pathophysiologische Interaktionswege nach SHT auf der Ebene des gesamten Organismus:
Das SHT filhrt zu einer Anderung der Energiehomdostase, was zu einer Aktivierung von
Kompensationsmechanismen zwischen mehreren Organsystemen im Koérper fihrt (Gehirn und Nervensystem,
Knochen, Fett, Pankreas) mittels hormoneller und zellularen Mechanismen.

Leptin, das sogenannte ,Sattigungshormon®, was vom Ob-Gen codiert wird, wurde
zuerst in den neunziger Jahren durch Friedman et al. beschrieben und hat in den
letzten Jahren im Bereich der Erforschung des Knochenmetabolismus an Bedeutung
gewonnen [40, 125-128]. In einigen Studien konnte eine Steigerung des Leptin-
Spiegels nach einem Trauma festgestellt werden [78, 85, 86, 90, 129].

Leptin kann eine bi-modale Auswirkung auf den Knochen durch zwei verschiedene
Signalwege (pathways) ausuben: Der periphere Signalweg ist pro-osteogen und
stimuliert die Differenzierung der Osteoblasten auf Osteozyten und
Knochenmineralisierung, wahrend der zentrale Signalweg durch die Stimulierung der
Hypothalamus-SNS-Achse anti-osteogen wirkt [86, 130-132]. In vivo sind aber diese
zwei Signalwege nicht so klar zu differenzieren, denn die Realitat entspricht eher
komplexeren homoostatischen Mechanismen [17].
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Dies wird zusatzlich durch die verschiedenen Knochenphanotypen der
experimentellen Tiermodelle bestatigt. Ein haufig angewandtes Tiermodell ist die
leptin-defiziente Maus (ob/ob). Diese Mause zeigen durchschnittlich ein dreifaches
Koérpergewicht im Vergleich zu den WT-Mausen mit einem manifesten metabolischen
Syndrom. Obwohl friihere Studien auf eine erhdhte Knochenmasse mit erhdhter
Frakturheilung hingedeutet hatten [102], zeigt sich in den letzten Studien
knochenphanotypisch eine reduzierte Knochenmasse mit  reduzierter
Knochenformation und biomechanisch reduzierter Knochenqualitdt sowie mit
reduziertem longitudinalem Wachstum [79, 88, 130, 133—135].

Unsere Studien konnten zeigen, dass die Knochenformation und die knocherne
Uberbriickung im Frakturbereich bei leptin-defizienten Mausen im Vergleich zu WT-
Mausen sowohl radiologisch als auch biomechanisch deutlich beeintrachtigt wurden.
Zusatzlich konnte das Phanomen der beschleunigten Frakturheilung und der
ausgepragten Kallusbildung bei zusatzlichem SHT nicht reproduziert werden [136].
Diese Ergebnisse deuten — zumindest teilweise — auf die wichtige Rolle des Leptins
als Mediator der Interaktion zwischen einem SHT und der Frakturheilung hin; trotzdem
war bisher eine mechanistische Erklarung der genauen Pathophysiologie oder die

Identifizierung von anderen Signalkaskaden nicht moglich.
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4.2  Etablierung experimenteller Tiermodelle

Um die pathophysiologischen Mechanismen des interessanten Phanomens zu
erklaren, wurden unterschiedliche Tiermodelle etabliert. An einem Ratten-Modell
haben Boes et al. herausgefunden, dass 3 Wochen nach einem Kombinationstrauma
(Fraktur und SHT) das Kallusvolumen einer geschlossenen, mit einem intramedullaren
Kirschner-Draht stabilisierten Femurfraktur deutlich erhoht war [14, 116]. In den
Studien von Wei und Wang wurde der Kallus-Durchmesser an Ratten in
herkdbmmlichen Rodntgenbildern mit der Verwendung der Perkins-Volumenformel
ausgewertet [90, 116]. Die Autoren berichteten Uber ein erhdhtes Kallusvolumen in der
kombinierten Trauma-Gruppe bis zum Zeitpunkt von 8 Wochen. Schliellich
verwendeten Maegele etal. ein neues Rattenmodell und fihrten eine
histomorphometrische Auswertung des neu gebildeten Kallus in nicht fixierten
Tibiafrakturen ex vivo durch [137]. Die Autoren zeigten eine deutlich erhohte
Kallusmasse in der kombinierten Trauma-Gruppe 2 Wochen nach dem Trauma. Die
friheren Studien fokussierten sich hauptsachlich auf die beobachteten Assoziationen,
wahrend mechanistische Studien bisher fehlten.

Unser neu etabliertes Trauma-Modell mit der Kombination von Femurosteotomie und
SHT (CCIl) weist eine Reihe von Vorteilen auf:

- Eine standardisierte Kombination der Verletzungen reproduziert die klinischen
Charakteristika der Polytrauma-Patienten nach einem Hochenergie-Trauma mit
SHT und Fraktur der langen Réhrenknochen.

- Der unberlhrte Osteotomiespalt ermdglicht eine sehr prazise und nahezu
artefakt-freie In-vivo-Mikro-CT-Auswertung der Knochenheilung im Laufe der
Zeit. Die wochentliche Wiederholung der In-vivo-Mikro-CT-Untersuchung hat
uns ermdoglicht, den Fortschritt und die Dynamik des zeitlichen Verlaufs der
Knochenheilung zu beurteilen.

- Die Nutzung von Mausen mit den unterschiedlichen Knock-out-Stammen, die
zu Verflgung stehen, ermdglicht die Untersuchung der kausalen und
temporalen Interaktionen von neuronalen, endokrinen und metabolischen
Aspekten der Auswirkung eines SHT auf die Frakturheilung und die
Kallusbildung.

Im Gegenteil gibt es gewisse methodische Limitierungen bei dem Maus-Modell, die die
direkte Ubertragung der Ergebnisse auf andere Tiermodelle und auf die Menschen
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nicht unbedingt ermdglichen. Aufgrund des hohen metabolischen Index der Mause mit
deutlich hdherem ossaren Heilungspotenzial, des fehlenden Haversscher-Systems
und —knochenumbaus, sowie der Unterschiede der Mikro- und Makroarchitektur des
Knochens ware die Bestatigung der Ergebnisse an Groltier-Modellen von Vorteil.
Zusatzlich setzt das im Rahmen dieser Habilitationsschrift Maus-Modell eine gewisse
Infrastruktur voraus, um die komplexen mikrochirurgischen Eingriffe und die extrem
sensiblen biomechanischen Untersuchungen durchfihren zu kdnnen. Des Weiteren
erschwert die limitierte Blutmenge bei der Maus die konsekutiven in-vivo Blutanalysen
im selben Tier.

Die vorliegende Studie ist unseres Wissens nach die erste, welche prazise
radiologische und biomechanische Daten von seriellen In-vivo-Mikro-CT-Messungen
und biomechanischen Tests in den gleichen Mausen zur Bewertung der
stimulierenden Wirkung eines SHT auf die Knochenheilung im zeitlichen Verlauf zeigt.
Unsere Ergebnisse liefern daher sehr starke Hinweise, welche die Hypothese
erganzen, dass ein SHT einen positiven Effekt auf die Knochenheilung hat. Ob die
beobachteten Unterschiede nach Abschluss der Knochenumbauphase verbleiben,
muss durch kinftige Untersuchungen geklart werden. Die Bestatigung der
stimulierenden Wirkung eines SHT auf die Kallusbildung bei Mausen wirft neue Fragen
auf die biochemischen Substrate dieses Phanomens. Das Verstandnis und die
therapeutische Nutzung dieses Phanomens auf dem Gebiet der translationalen
Forschung kann von groRRer Relevanz flir die Behandlung von komplexen Fallen sein.
Aus Kklinischer Sicht ist die Aufklarung der zugrunde liegenden ursachlichen
biochemischen und hormonellen Kaskaden, die zu unterschiedlichen Stimulationen
der Knochenbildung fuhren, von entscheidender Bedeutung fur die Entwicklung
zukunftiger Therapiestrategien in komplexen Situationen wie zum Beispiel verzoégerte

Frakturheilung oder Pseudarthrosebildung.
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4.3 Radiologische, biomechanische und histologische Analyse in Wildtyp- und

leptin-defizienten Mausen

Die Ergebnisse der durchgeflhrten Studien zeigen, dass die WT-Versuchstiere mit
Femurosteotomie und SHT ab der 2. postoperativen Woche deutlich mehr Kallus
produzierten [92, 93]. Die Hypothese einer durch das SHT vermehrten Kallusbildung
konnte hiermit bestatigt werden. Auch hinsichtlich der Kallusdichte wurden in der 4.
Woche tendenziell hdhere Werte bei den Tieren mit kombiniertem Trauma festgestellt
[92]. Die héheren Werte bezlglich der Steifigkeit und Festigkeit sprechen auch fir eine
Beeinflussung der biomechanischen Eigenschaften des Kallus. Die Hypothese einer
schnelleren Knochenheilung konnte trotzdem nicht eindeutig belegt werden. Obwohl
die Osteotomien in der Kombinationsgruppe tendenziell effizienter und schneller
durchbaut waren, zeigten die Veranderungen von Kallusvolumen und Dichte in der
Fraktur- und der Kombinationsgruppe den gleichen =zeitlichen Verlauf. Die
biomechanischen Ergebnisse der SHT- und Kontrollgruppe deuten darauf hin, dass
nur die Kombination von SHT und Verletzung eines langen Réhrenknochens zu dem
Phanomen einer verbesserten Knochenheilung fiihrt. Ohne eine assoziierte
Knochenverletzung scheint das SHT eine Schwachung der biomechanischen
Eigenschaften des Knochens zu bewirken. Dies konnte fur eine Art Aktion-Reaktion
zwischen Gehirn und Knochen sprechen. Diese Ergebnisse konnten bei den leptin-
defizienten Mausen nicht reproduziert werden [136], obwohl friihere Studien genau
das Gegenteil hinsichtlich der Knochenheilung zeigen konnten [77, 78, 80, 130, 134].
Die Ursachen fur diese Diskrepanz bleiben bisher unklar; ein neues Experiment mit
leptin-defizienten Mausen, welche Leptin verabreicht bekommen wirden (als Proof-of-
Principle), ware an dieser Stelle von Bedeutung. Die histologische Auswertung der
Proben untermauert die Hypothese hinsichtlich der Wichtigkeit von Leptin sowie der
Bedeutung des metabolischen Weges und der Rolle des Knochens bei der
Homobostase des Gesamtorganismus. Unter diesen Aspekten kénnte man die
Hypothese formulieren, dass die beobachtete erhdohte Kallusbildung bei einer
Kombinationsverletzung ein Nebeneffekt ist, wobei das eigentliche Ziel die optimale
Energieverteilung in Stresssituationen darstellt. Unsere Studie unterstitzt die
Hypothese, dass die Kombination von SHT und Fraktur zu einer ausgepragten
Kallusbildung fuhrt. Im Vergleich zur Fx-Gruppe bei den Wildtyptieren wurde ein
signifikant erhdohtes Kallusvolumen und eine erhohte biomechanische Stabilitat in
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Bezug auf die Drehfestigkeit mit erhohter Mineraldichte und hdhere Raten von
Knochenspaltuberbrickung in der Kombinationsgruppe beobachtet. Das erhohte
Kallusvolumen wurde bereits 2 Wochen nach dem Trauma beobachtet und blieb
wahrend der gesamten Studiendauer erhdht.

Die Tatsache, dass die Mineraldichte des Kallus in der Gruppe des kombinierten
Traumas (Fraktur/SHT) gleich derjenigen der Fx-Gruppe war (mit Tendenz zu
erhohten Werten in der 4. Woche), zeigt, dass der neu gebildete Knochen mindestens
von ausreichender Qualitat war. Die Gruppe des kombinierten Traumas zeigte eine
Tendenz zur hoheren Steifigkeit im Vergleich zur Frakturgruppe nach 4 Wochen. In
Bezug auf die Steifigkeit stimmen diese Ergebnisse teilweise mit denen von Boes et al.
Uberein, die deutlich hohere Steifigkeitswerte im Femurknochen von Ratten mit
kombiniertem Trauma gefunden haben, jedoch zum Zeitpunkt von 3 Wochen [14]. In
Bezug auf ihre Ergebnisse kommen die Autoren zu dem Schluss, dass die
Frakturheilung in Kombination mit einem SHT bezuglich Lastlibertragungsfahigkeit
(zum Beispiel Steifigkeit), aber nicht in Bezug auf Belastbarkeit (Festigkeit)
beschleunigt wird, da sie keinen Unterschied in der Drehfestigkeit zwischen den
beiden Gruppen nach 3 Wochen finden konnten. Ahnlich zu den Ergebnissen von
Boes et al. wurde in der vorliegenden Studie eine Differenz der Torsionsfestigkeit nach
3 Wochen nicht gefunden. Jedoch zeigte die kombinierte Trauma-Gruppe nach 4
Wochen signifikant hohere Steifigkeitswerte als die Fx-Gruppe. In der Tat erreichten
die Festigkeit und die Steifigkeit des Femurs der kombinierten Trauma-Gruppe das
Niveau der Werte der intakten Knochen der Kontrollgruppe schneller, wahrend die
Fraktur-Gruppe mehr Zeit bendtigte, um diese Normalwerte zu erreichen. Die intakten
Femora der SHT-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten verringerte
Torsionssteifigkeiten 3 Wochen nach dem Trauma. Dieser Befund widerspricht der
Studie von Boes et al., welche eine erhdhte Steifigkeit in der SHT-Gruppe, aber keine
Unterschiede in der Torsionsfestigkeit bei Ratten gefunden hat [14]. Ob diese
Feststellung tatsachlich auf einer Interaktion zwischen Gehirn und Knochen basieren
kénnte oder letztendlich auf der temporaren trauma-induzierten verringerten Mobilitat
der Tiere mit SHT resultiert (was zu einem Ruckgang der Mineraldichte fihren kann),
muss durch kunftige Studien untersucht werden. In den leptin-defizienten Mausen
konnten die o. g. Ergebnisse nicht reproduziert werden. Im Gegenteil zu friheren
Studien wurde eine deutlich schlechtere Knochenheilung in diesem Tierstamm
gezeigt. Die Ursachen fur den beobachteten Unterschied bleiben bisher unklar. Auf
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jeden Fall scheint das Hormon Leptin eine wichtige Rolle bei der Stimulation von
Knochenheilung bei vorliegendem Kombinationstrauma mit SHT und Fraktur zu
spielen. Die genaue Rolle und die Kinetik von den o. g. Hormonen im Rahmen der
Stimulation der Knochenheilung werden in zukinftigen Studien naher beleuchtet. In
den meisten friheren Untersuchungen wurden Ratten fur die Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen SHT und Knochenverletzungen verwendet [132, 138]. Ein
Mausmodell bietet durch die genetische Ahnlichkeit zwischen Mausen und Menschen
sowie die Moglichkeit zum Erstellen und Verwenden von Knock-out-Arten relevante
Vorteile gegenuber der Anwendung von Rattenmodellen.

Um das vielfaltige Phanomen zu erklaren und die unterschiedlichen Aspekte
untersuchen zu kdnnen, sind weitere Modelle notwendig. Unter diesem Aspekt wurde
ein zusatzliches Polytraumamodell in Mausen entwickelt mit dem primaren Ziel, die
inflammatorische Reaktion nach hamorrhagischem Schock zu untersuchen [19, 27,
139]. Trotz der fehlenden zerebralen Verletzung zeigte sich weiterhin eine Stimulation
der Frakturheilung in dem Modell nach der Durchblutungsstorung des Gehirns bei
Ligatur der A. carotis communis in unserem Modell. Diese Beobachtung untermauert
die Hypothese der Interaktion zwischen Gehirn und Knochenmetabolismus. Die
klinisch beobachtete Entwicklung von heterotopen Ossifikationen bei Patienten mit
Hirntumoren oder Schlaganfall unterzeichnet die homodostatische Natur dieser
Interaktionen, die sich sekundar als ein Nebeneffekt im Bereich des osséren

Metabolismus zeigen [19, 27].
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4.4  Ausblick

Durch die vorliegenden Studien konnte die Interaktion zwischen SHT und
Knochenheilung tierexperimentell bestatigt werden. Dies ermdglicht die weitere
Durchfihrung von gezielten Experimenten, um die pathophysiologische Kaskade der
ausgepragten Kallusbildung zu verstehen und erklaren. Die Identifizierung sowie die
Isolierung der Schlusselfaktoren durch biochemische und gentechnische Analysen
wird uns die Entwicklung und Implementierung von neuen Therapiestrategien
ermdglichen. Momentan fihren wir ein weites genetisches sowie molekulares
Screening von mehr als 300 Faktoren durch, um die Molekule zu identifizieren, die
eine wichtige Rolle dabei spielen. Der Paradigmenwechsel im Forschungsbereich des
Knochenmetabolismus uber die letzten Jahre hat die endokrine Rolle des Knochens
eindeutig gemacht; die komplexen Interaktionen zwischen verschiedenen Organen auf
zellularer, endokriner, biochemischer und inflammatorischer Ebene werden aktuell von
unserer Arbeitsgruppe durch eine Vielfalt von Experimenten (tierexperimentelle
mechanistische Studien mit WT- und Knock-out-Mausstammen, In-vitro-Zellkulturen,
genetische Analysen, histologische und biomechanische Untersuchungen) untersucht.
Des Weiteren fuhren wir momentan eine prospektive klinische Studie an Patienten mit
einem SHT wund Frakturen durch, um das Phanomen der ausgepragten
Knochenheilung mithilfe der bereits gewonnenen Kenntnisse durch die
tierexperimentellen Studien translational im menschlichen Koérper zu erklaren. Die
Betrachtung des Knochenmetabolismus und dessen phanotypischer Aspekte
(Kallusbildung und heterotope Ossifikationen) als Teil der Homobostase des
Organismus wird unser therapeutisches Verstandnis in der Zukunft &andern.
Langfristiges Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es, die Therapiemdglichkeiten und -
strategien vor allem von komplexen Knochenpathologien und schweren Verletzungen,
wie die Stimulation der Frakturheilung unter kompromittierten Zustanden
(Pseudarthrosen), die Regeneration von Knochendefekten nach schwerem Trauma,
die pharmakologische Behandlung der heterotopen Ossifikationen, sowie von
metabolischen Knochenerkrankungen weitgehend zu entwickeln und in eine neue Ara
zu bringen. Die Kombination der molekularen Mechanismen mit den biomechanisch
verbesserten osteosynthetischen Moglichkeiten werden die Therapieprinzipien im

Bereich der Orthopadie und Unfallchirurgie andern, sodass man hoffentlich in der
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Zukunft von einer klinisch-orientierten molekularen Orthopadie und Unfallchirurgie

sprechen kann.

5 Zusammenfassung

Die gestorte Frakturheilung stellt nach wie vor aufgrund der limitierten
Behandlungsoptionen eine groRRe klinische Herausforderung dar. Vor diesem
Hintergrund ist das klinische Phanomen bedeutsam, dass ein Schadelhirntrauma die
Frakturheilung positiv beeinflusst. Mithilfe eines standardisierten und reproduzierbaren
experimentellen Ansatzes konnten wir bislang zeigen, dass die Frakturheilung in
operierten Mausen mit kombiniertem Schadel-Hirn-Trauma (Controlled Cortical Impact
Injury) und Femurfraktur mit Fixateur externe ebenfalls erhéht ist. Nach der Etablierung
des Tiermodells konnten wir eine Reihe von in-vivo- und ex-vivo-radiologischen (Mikro-
CT) und biomechanischen Experimenten durchfihren, um den Effekt des SHT auf die
Frakturheilung von WT-Mausen zu untersuchen. Die radiologische Untersuchung
zeigte eine erhdhte Kallusformation in den Tieren mit dem kombinierten
Verletzungsmuster bereits 2 Wochen posttraumatisch sowie eine erhohte Tendenz zur
beschleunigten Frakturliberbriickung. Diese Ergebnisse waren entscheidend fur die
nachsten Schritte, denn die initiale Hypothese wurde bestatigt und beweist das
Vorliegen des Phanomens auch in Tieren. Die konsekutive biomechanische Testung
der Femora zeigte zusatzlich eine biomechanische Uberlegenheit der Frakturen in der
Gruppe der kombinierten Verletzung im Vergleich zu der Gruppe mit der isolierten
Fraktur. Dieser Befund impliziert eine normale Kallusformation, die schlussendlich zu
den beobachteten biomechanischen Eigenschaften flhrt. Nachfolgend wurde das
Experiment mit leptin-defizienten Mausen wiederholt, um den Effekt vom Leptin, als
zentrales Hormon der Homodostase, auf das Phanomen zu untersuchen.
Interessanterweise konnten die vorherigen Ergebnisse der erhdhten Kallusbildung
nicht reproduziert werden. Die hohe Pseudarthroserate weist auf die wichtige Rolle
von Leptin im Rahmen der Frakturheilung und der ossaren Homoostase hin. Des
Weiteren konnten diese Ergebnisse histologisch bestatigt werden. Die weitere
Etablierung eines Polytrauma-Modells mit hamorrhagischem Schock und die
beobachtete Stimulation der Frakturheilung bestatigen die Komplexitat des
Phanomens und die vielfaltigen steuernden Mechanismen.

Nachdem die zugrundeliegenden Mechanismen weiterhin unklar sind, sollen in
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zuklnftigen Studien die zellularen und molekularen Grundlagen des beobachtenden
Phanomens aufgedeckt werden. Wir werden umfassende Analysen der
Genexpression, histologische und FACS-Untersuchungen neben Serum- und
Urinmessungen durchfiuhren, um die entscheidenden Zielorgane, Zellen und
Signaltransduktionswege zu identifizieren, die an der gesteigerten Frakturheilung nach
einem SHT Dbeteiligt sind. Abhangig von diesen Ergebnissen werden
vielversprechende Kandidaten und Signaltransduktionswege anhand von
Zellkulturexperimenten mit Primarzellen oder Zelllinien naher charakterisiert.
Abschlieltend erfolgt die Verifizierung der Funktion etablierter Kandidaten durch
pharmakologische und/oder genetische Proof-of-Principle-Experimente. Die zellulare
und molekulare Charakterisierung der gesteigerten Frakturheilung vervollstandigt die
Erforschung der gestérten Knochenheilung und ist die Grundlage zum grundlegenden
Verstandnis der Knochenregeneration und zur Entwicklung jeglicher neuartiger

Therapieformen fur betroffene Patienten.
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