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Abstrakt

Abstrakt

Zielsetzung: Klinische Beobachtungen fihrten zu der Hypothese, dass Frakturen
langer Ro6hrenknochen bei Schadel-Hirn-Trauma (SHT)-Patienten unter einer
vermehrten Kallusbildung frihzeitig heilen. Bis zum heutigen Tag gibt es keinen
detaillierten quantitativen Beweis fur diese Hypothese. Ziel dieser Arbeit war es, an
einem Mausmodell mikrocomputertomographisch und biomechanisch zu
untersuchen, ob das SHT einen Einfluss auf die Kallusbildung wé&hrend der
Frakturheilung hat.

Methoden: Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde C57/Black6-Mause (n=133,
weiblich, 12-15 Wochen alt) in vier Gruppen randomisiert (Fraktur-Gruppe,
Kombinations-Gruppe, SHT-Gruppe, Kontroll-Gruppe). In der Fraktur-Gruppe wurde
den Mausen das linke Femur mit einem externen Fixateur versorgt und im Anschluss
eine Osteotomie durchgefiihrt. In der Kombinations-Gruppe wurde vor der
Osteotomie zusatzlich ein SHT mit dem CCII-Modell (Controlled Cortical Impact
Injury Modell) gesetzt. Die Mause der SHT-Gruppe erhielten nur ein SHT. Eine
Gruppe ohne Operation diente als Kontroll-Gruppe. Der Knochenheilungsverlauf der
Kombinations-Gruppe (n=29) und Fraktur-Gruppe (n=30) wurde in wo6chentlichen
Abstdnden mikrocomputer-tomographisch beobachtet. Die biomechanischen
Eigenschaften des Kallus wurden im Torsionstest untersucht.

Ergebnisse: Die Ergebnisse der MikroCT-Untersuchung zeigten, dass sich in der
zweiten, dritten und vierten Woche signifikant mehr Kallus in der Kombinations-
Gruppe als in der Fraktur-Gruppe gebildet hat (Woche 2: p=0,020, Woche 3 p=0,039,
Woche 4 p<0,001). Die Kallusdichte stieg wahrend der ersten drei Wochen in beiden
Gruppen auf ahnliche Werte an. In der vierten Woche nahm die Dichte in der
Kombinations-Gruppe starker zu. Dieser Unterschied erreichte aber keine
statistische Signifikanz (p=0,053). In der vierten postoperativen Woche war der
Kallus in der Kombinations-Gruppe signifikant fester (p=0,029). Die biomechanischen
Tests der Femora ergaben nach drei Wochen eine signifikant hohere Festigkeit und
Steifigkeit in der Kontroll-Gruppe im Vergleich zur SHT-Gruppe (p=0,029 und
p=0,040).
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Schlussfolgerung: Die Kombination aus SHT und Femurfraktur fihrt bei Mausen zu
vermehrter Kallusbildung, hoherer biomechanischer Kallusfestigkeit und Steifigkeit im
Vergleich zur normalen Knochenheilung. Die biomechanischen Ergebnisse der SHT-
und Kontroll-Gruppe geben Anlass zu der Vermutung, dass nur die Kombination von
SHT und Verletzung eines langen Ro6hrenknochens zu einer verbesserten
Knochenheilung fuhrt. Ohne eine assoziierte Knochenverletzung scheint das SHT
eine Schwachung der biomechanischen Eigenschaften des Knochens zu bewirken.

Dies konnte fur eine Aktion-Reaktion zwischen Gehirn und Knochen sprechen.

Die vorliegenden Studienergebnisse bestatigten die klinischen Beobachtungen, dass
ein zeitgleich vorliegendes SHT die Knochenheilung beeinflusst. Ein genaueres
Verstandnis der zugrunde liegenden Stoffwechselwege konnte zu neuen

Therapieansatzen in der Frakturversorgung fuhren.
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Abstract

Background: Clinical observations have led to the hypothesis that exuberant callus
formation in long bone fractures results from the simultaneous presence of a
traumatic brain injury (TBI). Until today, no detailed quantitative proof for this
hypothesis exists. Aim of this experimental study was to investigate the influence of
TBI on the callus formation with the use of MikroCT and biomechanical trails in a

mouse model.

Materials and methods: In this study, C57/Black6 mice (n=133, female, 12-15 weeks
aged) were randomized into four groups (fracture group, TBI group, combined-
trauma group, control group). Femoral osteotomy and stabilization with an external
fixator were performed in the fracture group. In the combined-trauma group, prior to
femoral osteotomy TBI was induced by the CCII-Model (Controlled Cortical Impact
Injury Model). In the TBI group, only TBI was induced. A group with no operation
served as control group. The bone healing process of the combined-trauma group
(n=29) and the fracture group (n=30) was examined weekly by micro-CT scans. The

biomechanical characteristics of the callus were examined by torsional testing.

Results: The results of the Micro-CT Scans showed that after two, three and four
weeks there was significantly more callus formation in the combined-trauma group
compared to the fracture group (week 2: p=0,020, week 3: p=0,039, week 4.
p<0,001). The increased mineral density was comparable in both groups during the
first three weeks. In the fourth week, mineral density was higher in the combined-
trauma group however, without statistical significance (p=0,053). In the fourth week,
the torsional strength was significantly higher in the combined-trauma group
(p=0,029). Biomechanical test of the femora after three weeks revealed significantly
higher torsional strength and torsional stiffness in the control group compared to the
TBI group (p=0,029 and p=0,040).

Conclusions: The combination of TBI and long bone fracture results in an increased
formation of callus, higher biomechanical torsional strength and stiffness compared to
bone healing without TBI in mice. The biomechanical results of the TBI and control
group show that only the combination of TBI with long bone fracture leads to

X
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improved bone healing. Without an associated long bone fracture TBI leads to
decreased biomechanical properties of the bone. This suggests an action-reaction

between the brain and the bone.

The present study results confirm the empirical clinical observations of TBI-stimulated
bone healing. Further research of the underlying metabolic pathways could lead to

new therapy strategies in fracture care.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Frakturheilung beim Menschen

Die Knochenheilung lasst sich in eine primére und eine sekundare Knochenheilung
unterteilen. Stehen die Bruchenden nach einer Fraktur anatomisch genau zueinander
und ist nur ein minimaler Frakturspalt vorhanden, kann es unter ausreichender
mechanischer Stabilitat und Vaskularitdt zu einer priméren Frakturheilung
(intramembrandse Heilung) ohne Ausbildung einer &aufReren Kallusmanschette
kommen'. Hierbei entsteht analog zu dem natirlichen Knochenumbauprozess eine
direkte knocherne Uberbriickung des Frakturspalts durch die Aktivierung von
Osteoklasten und Osteoblasten. Diese Defektheilung ist, da nur unter genauer
Reposition und absoluter Stabilitat maoglich, bei der natirlichen Knochenheilung

kaum anzutreffen?.

Die in der Natur ausschlie3lich vorkommende sekundare Frakturheilung geht mit der
Bildung von Kallus einher. Die sekundare Frakturheilung lasst sich in finf Phasen

unterteilen, die teilweise gleichzeitig nebeneinander ablaufen?.
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Fraktur-/ Phase Remodeling-
Entziindungsphase Granulationsphase der Kallushéartung Phase
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g
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Abbildung 1.1: Die Phasen der sekundaren Frakturheilung

Frakturphase: Durch eine aul3ere Gewalteinwirkung auf den Knochen und das ihn
umgebende Weichteilgewebe kommt es zur Verletzung von Periost, Kortikalis,
Spongiosa, Knochenmark wund in unterschiedlicher Auspragung auch der
angrenzenden Weichteile. Die frakturbedingte Zerstorung von Gefafl3en fuhrt zu

einem Hamatom im Frakturspalt? (Abbildung 1.1).

Entzindungsphase: Mit der Zerstdorung von GefalBen wird zeitgleich eine
Entziindungsreaktion ausgeldst, die in den ersten 24 Stunden ihren H6hepunkt hat
und nach ca. sieben Tagen abgeschlossen ist’. Durch das Hamatom bedingt kommt
es zur Hypoxie und einem Abfall des pH-Wertes. Lymphozyten, Monozyten und
polymorphkernige neutrophile Granulozyten infiltrieren das Frakturhamatom und
setzen eine Kaskade von Proliferation, Differenzierung und Migration von Zellen in
Gang. Makrophagen und die im spateren Verlauf wichtigen Osteoklasten entwickeln
sich aus den eingewanderten Monozyten. Aus einwandernden mesenchymalen
Stammzellen entwickeln sich spater die Osteoblasten und Chondrozyten. Diese
komplexen zellularen Reaktionen werden durch eine Reihe von pro-
inflammatorischen Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen wie Interleukinen

(IL), tumor necrosis factor a (TNF-a), receptor activator of nuclear factor kB ligand
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Einleitung

(RANKL), Parathormon (PTH), growth hormone (GH), insulin-like growth factors
(IGF) und Mitgliedern der transforming growth factor 8 (TGF-B)-Superfamilie wie dem
bone morphogenic protein (BMP) gesteuert. Durch die Hypoxie im Frakturbereich
werden auch angiogene Faktoren wie der vascular endothelial growth factor (VEGF)
und der platelet-derived growth factor (PDGF) sezerniert. In Folge dessen kommt es
zu einer Uberschiel3enden Aussprossung von Kapillaren, wodurch die Migration und

Ernahrung der einwandernden Zellen gewéhrleistet wird*®.
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Abbildung 1.2: Zellen und Wachstumsfaktoren der Frakturheilung

Die akute Entziindungsreaktion ist gekennzeichnet durch Hypoxie, einen Abfall des pH-Wertes und die
Migration von Entziindungszellen. Aussprossende Kapillaren tragen zur Ernahrung und Migration der
Zellen bei. Zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren fliihren zur Rekrutierung von mesenchymalen
Stammgzellen und deren Differenzierung zu Osteoblasten und Chondrozyten, welche Knochen und
Knorpel bilden. Die letzte Phase ist charakterisiert durch ein Zusammenspiel von Kallusabbau durch

Osteoklasten und Aufbau von Lamellenknochen durch Osteoblasten. Modifiziert nach Balogh et al.’.
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Granulationsphase: Nach zwei bis drei Tagen wird das Frakturhdmatom durch
eingewanderte Fibroblasten von peripher nach zentral in ein Granulationsgewebe
umgeformt. Uber das neu gewachsene GefaBgeflecht gelangen erforderliche
Bausteine in die Frakturregion und es entsteht Typ-1-Kollagen. Innerhalb der neu
gebildeten Kollagenfibrillen formieren sich bereits Mineraldepots. Durch die Bildung
erster Bricken von Granulationsgewebe zwischen den Knochenfragmenten entsteht
nach ungefahr vier bis sechs Wochen ein provisorischer bindegewebiger Kallus.
Nekrotisches Knochengewebe wird von Osteoklasten und Makrophagen abgebaut.
Osteoblasten produzieren Osteoid und fuhren gemeinsam mit Chondrozyten im
Verlauf zur enchondralen Ossifikation® (Abbildung 1.2).

Phase der Kallushartung: Das Osteoid wird zunehmend mineralisiert und es bildet
sich Geflechtknochen entlang der Kapillarsprossen. Das hierbei bendtigte Kalzium
wird durch die hypertrophierten Chondrozyten bereitgestellt. Der Knochen erreicht
durch diesen Prozess wieder langsam seine physiologische Steifigkeit®. Dieser

Prozess dauert ca. drei bis vier Monate’ (Abbildung 1.2).

Remodeling-Phase: Innerhalb von ca. 6-24 Monaten wird der vorlaufige
Geflechtknochen sukzessive wieder in Lamellenknochen umgewandelt. Die
Ausrichtung des reifen Lamellenknochens orientiert sich dabei an den mechanischen
Belastungsvektoren (Wolffsches Gesetz). Jetzt nimmt auch die biomechanische
Festigkeit wieder zu. Uberschiissiger Knochen wird durch Osteoklasten abgebaut, so
dass die urspringliche Knochenkontur sowie der urspringliche Markraum

wiederhergestellt werden®’ (Abbildung 1.2).

Abh&ngig von Frakturform und lokalen Begleitverletzungen sind beim Menschen die
meisten Frakturen innerhalb von drei bis vier Monaten verheilt®. Ist nach vier bis
sechs Monaten noch ein Frakturspalt zu erkennen, spricht man von einer
verzogerten Heilung (delayed union). Ist die Fraktur nach sechs bis acht Monaten
immer noch nicht zur Ausheilung gekommen, hat sich eine Pseudarthrose (non-

union) gebildet?®.
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1.2 Knochenheilung bei der Maus

Der Knochen kleiner Nagetiere wie Mause und Ratten ist, anders als beim
Menschen, ohne Havers-System aufgebaut®. Im Rahmen der Knochenheilung wird
das remodeling (Knochenumbauprozess) bei diesen Tieren nicht Gber die Havers-
Systeme sondern Uber Resorptionshéhlen vermittelt. Diese Resorptionshdhlen bilden
sich in der Nahe von Frakturen und werden im Verlauf der Heilung mit Osteoblasten
ausgefiillt’. Dieser Prozess ist dem remodeling bei vorhandenem Havers-System

sehr ahnlich.

Havers-System

Abbildung 1.3: Mikrostrukturelle Unterschiede zwischen Mause- und Menschenknochen
A: Mikroskopisches Bild vom menschlichen Lamellenknochen. Kollagenfasern sind lamellenférmig um
zentrale Kanélchen (Havers-System) angeordnet (dunkle Flachen). B: Mikroskopischer Schnitt durch

das Felsenbein einer ausgewchsenen Maus. Es sind keine Havers-Systeme vorhanden.

Auch die Dauer der Knochenheilung unterscheidet sich zwischen Maus und Mensch.
So ist der Knochenheilungsprozess bei der Maus nach ca. vier Wochen
abgeschlossen'®. Beim Menschen hingegen sind die meisten Knochenbriiche in
Abhangigkeit von Frakturform und lokalen Begleitverletzungen erst nach drei bis vier

Monaten vollstandig verheilt®.
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1.3 Das Schéadel-Hirn-Trauma

In der Europaischen Union werden pro Jahr ca. eine Millionen Menschen aufgrund
eines Schadel-Hirn-Traumas (SHT) im Krankenhaus behandelt™. Fir Deutschland
wird die Haufigkeit des schweren SHT mit 27.000 bis 40.000 Fallen pro Jahr
angegeben'®*®, Die Haufigkeit aller Schweregrade wird auf 200-300 pro 100.000
Einwohner geschatzt’*. Die meisten SHT entstehen durch direkte stumpfe
Unfallmechanismen bei Verkehrs-, Freizeit- und Arbeitsunfallen'®. Laut
epidemiologischen Analysen erleiden mehr als zwei Drittel der polytraumatisierten
Patienten ein SHT. Bei einem Drittel der polytraumatisierten Patienten liegt eine

Kombination von SHT und Extremitatenverletzung vor™®,

Mit steigendem
Schweregrad der Schadel-Hirn-Verletzung steigt dabei auch die Letalitat des

Polytraumas®?.

Die Auspragungen des SHT sind so vielfaltig, wie die zugrunde liegenden
Verletzungsmechanismen. Durch eine direkte Gewalteinwirkung auf den Schéadel
kénnen fokale Verletzungen wie Rissquetschwunden, Frakturen, Kontusionen, epi-

1214 Davon

und subdurale Hamatome sowie intrazerebrale Blutungen entstehen
abzugrenzen sind die diffusen axonalen Verletzungen, die Folge einer plétzlichen
Akzeleration oder Dezeleration des Kopfes sind'®. Diese Verletzungen sind

irreversibel und werden als primarer Gehirnschaden bezeichnet?.

Unter den sekundaren Gehirnschéaden versteht man unter anderem Schéaden, die
durch Gehirnschwellung, erhéhten intrakraniellen Druck, Hypoxie und Ischamie
verursacht werden'’. Diese Schéaden entstehen erst im spéteren klinischen Verlauf

und sind das Ziel therapeutischer Interventionen*.

1.4 Beschleunigte Frakturheilung bei SHT-Patienten

Unter den praktisch tatigen Arztinnen und Arzten besteht seit langer Zeit die aus dem
klinischen unfallchirurgischen Alltag stammende Hypothese, dass Frakturen bei SHT-
Patienten besser und schneller heilen kénnen'®*. Ursprung dieser Hypothese sind

einzelne Fallberichte Uber SHT-Verletzte mit einer frihzeitigen und Ubermaligen
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Kallusbildung'®#'. So gibt es z.B. Berichte iiber extreme Falle, bei denen Frakturen
frihzeitig in Fehlstellung verheilten, weil sie nicht unmittelbar nach dem Trauma

18,20,22

reponiert wurden . Erstmals wurde die Frage nach einem Zusammenhang

zwischen SHT und beschleunigter Frakturheilung in den 60er Jahren gestellt®.

Seitdem wurde eine Vielzahl an klinischen und praklinischen Studien zu diesem
Thema publiziert*?*. Einige Autoren konnten in Assoziation mit einem SHT eine

18,20,22,25-30

schnellere Frakturheilung nachweisen Andere Autoren kamen zu

gegenteiligen Ergebnissen®33,

Die Aussagekraft der bisherigen Studien ist durch fehlende Kontrollgruppen oder

kleine Fallzahlen limitiert*®%%-%*

. Auch ist ein Vergleich zwischen den Studien
schwierig. Unterschiedliche Frakturformen und Lokalisationen, unterschiedliche zur
Beurteilung der Knochenheilung eingesetzte Methoden und verschiedenste
therapeutische Interventionen stellen dabei die gro3ten Probleme dar. Deshalb ist bis
zum heutigen Tag nicht eindeutig geklart, ob beim Menschen ein SHT tatsachlich zu

einer schnelleren Frakturheilung fiihrt™®.

Im Laufe der Zeit wurde fur einen mdglichen Zusammenhang zwischen SHT und
beschleunigter Frakturheilung eine Vielzahl von Erklarungsansatzen diskutiert’®. So
wird von einigen Autoren der Einfluss von zentralen Hormonen propagiert®*?%,
Andere glauben an lokale im Zentralen-Nervensystem (ZNS) befindliche Faktoren,
welche im Rahmen einer Verletzung des ZNS die Bluthirnschranke Uberwinden und

3536 Garland und Mitarbeiter kamen

uber die Blutbahn zum Knochen gelangen
aufgrund ihrer klinischen Studien zu dem Schluss, dass es sich bei der
Knochenneubildung im Frakturbereich nicht um eine beschleunigte Heilung, sondern
um eine Art heterotope Ossifikation (HO) handeln konnte®3. HO sind auBerhalb des
Knochens auftretende Verkntcherungen im Bereich von Muskulatur und
Sehnengewebe. Sie kdnnen nach Traumen, idiopathisch oder in Assoziation mit
neurologischen Erkrankungen entstehen®. Ob es sich bei dem neu gebildeten
Knochen tatsachlich um eine Art von HO handelt, ist bislang nicht belegt82°383.
Bevor die Frage eines zugrundeliegenden Pathomechanismus beantwortet werden
kann, muss erstens dargestellt werden, ob das SHT wirklich zu einer veranderten
Frakturheilung fuhrt und zweitens, worin genau sich diese Verdnderung manifestiert.
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1.5 Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

Die primare Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass die Tiere mit
Femurosteotomie und zusatzlichem SHT im Laufe der ersten vier posttraumatischen
Wochen eine schnellere Knochenheilung entwickeln wirden als die Tiere mit
Femurosteotomie ohne zusatzliches SHT. Die Hypothese  wurde

computertomographisch und biomechanisch evaluiert.

Im Einzelnen sollten mit Hilfe von tierexperimentellen Versuchen an der Maus

folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat das SHT auf das Kallusvolumen?
e Bilden die Tiere mit Femurosteotomie und SHT mehr Kallus im
Osteotomiebereich als die Tiere mit Femurosteotomie ohne SHT?

2. Welchen Einfluss hat das SHT auf die Kallusdichte?
e Ist bei den Tieren mit Femurosteotomie und SHT der Kallus im
Osteotomiebereich dichter als bei den Tieren mit Femurosteotomie
ohne SHT?

3. Welchen Einfluss hat das SHT auf die biomechanischen Eigenschaften des
Kallus?
e Ist der Kallus bei den Tieren mit Femurosteotomie und SHT
biomechanisch fester und/oder steifer als bei den Tieren mit

Femurosteotomie ohne SHT?

4. Wann tritt ein eventueller Unterschied zwischen den Gruppen innerhalb der

ersten vier postoperativen Wochen auf?



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Das Versuchstiervorhaben wurde beim Landesamt fur Gesundheit und Soziales
(La.Ge.So.) beantragt und genehmigt (G0009/12). Die Versuchstiere wurden von
Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Bei den Tieren handelte
es sich um 12-15 Wochen alte weibliche C57/Black6/N-Wildtyp-Mause (Gewicht 20—
25 g). Weibliche Mause haben den Vorteil, dass sie in Gruppen von 6—12 Tieren pro
Kafig gehalten werden konnen, wéahrend ihre mannlichen Artgenossen angesichts
einer gro3eren Aggressivitat oft in Einzelkafigen untergebracht werden mussen.

2.1.1 Futterung und Haltung

Die Tiere wurden in der Forschungseinrichtung fur Experimentelle Medizin des
Campus Virchow Klinikum der Charité (FEM) unter klimatisierten Bedingungen (20°C
+ 2°C) in Gruppen von bis zu 10 Tieren in Macrolon-Typ 4-Kéafigen gehalten. Um das
Risiko einer Ubertragung von pathogenen Keimen auf andere Tiere der
Versuchseinrichtung zu minimieren und den Tieren Zeit zur Anpassung und
Gewdhnung zu geben, wurden sie in der ersten Woche in einem gesonderten Raum
in Quarantane gehalten. Die Tiere erhielten Nagetierfutter (Ssniff Spezialdiat GmbH,
Soest, Deutschland) und Leitungswasser ad libitum. Als Nistmaterial wurden
Holzspane verwendet. Zum Nestbau wurde den Tieren Zellstoff sowie zur
Beschéaftigung verschiedene Spielmaterialien (kleine  Plastikhauschen und
Plastikrohren) angeboten. Um einen Tag-Nacht-Rhythmus zu erhalten, wurde das
Raumlicht jeweils alle 12 Stunden (von 07:00 bis 19:00 Uhr) angepasst. Als

Identifizierungsmerkmal wurden Locher in die Ohrmuscheln der Tiere gestanzt.
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2.1.2 Studiendesign

Fir die Studie wurden die Tiere randomisiert in vier Gruppen unterteilt. Eine Kontroll-
Gruppe, eine SHT-Gruppe, eine Fraktur-Gruppe und eine Gruppe mit kombiniertem
Trauma (Kombinations-Gruppe) (Abbildung 2.1).

Versuchs-

tiere

Kombinations-
Gruppe

Bei der Kontroll-Gruppe erfolgte keine Operation. In der SHT-Gruppe wurde den

Kontroll- SHT- Fraktur-
Gruppe Gruppe Gruppe

Abbildung 2.1: Gruppenaufteilung der Versuchstiere

Tieren mit dem Controlled Cortical Impact Injury-Modell (CCIlI-Modell) ein SHT
gesetzt. Bei den Tieren in der Fraktur-Gruppe wurde das linke Femur mit einem
externen Fixateur versorgt und im Anschluss eine Osteotomie durchgefiihrt. Bei den
Tieren in der Kombinations-Gruppe wurden beide Operationen durchgefihrt (SHT

und Femurosteotomie).

In den Gruppen mit Operation (SHT-Gruppe, Fraktur-Gruppe, Kombinations-Gruppe)
wurde eine postoperative GruppengréfRe von 30 Tieren angestrebt. Die Kontroll-
Gruppe wurde mit 25 Tieren geplant. Aufgrund der unterschiedlichen Belastung der
einzelnen Operationen wurden deshalb 39 Tiere in der Kombinations-Gruppe, 36

Tiere in der SHT-Gruppe und 33 Tiere in der Fraktur-Gruppe operiert (Tabelle 1).

Tabelle 1: Gruppenibersicht der einzelnen Interventionen

Tierzahl vor In die Auswertung

Versuchs-Gruppe Intervention eingegangene Tiere  MikroCT  Biomechanik
Kontroll-Gruppe 25 25 - 11
SHT-Gruppe 36 30 - 12
Fraktur-Gruppe 33 30 30 12
Kombinations-Gruppe 39 29 29 12
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Fur eine genaue Beobachtung der Knochenheilung wurde bei allen Tieren mit
Femurosteotomie (Fraktur- und Kombinations-Gruppe) in wochentlichen Abstanden
das Kallusvolumen und die Kallusdichte in vivo mittels Mikrocomputertomographie
(MikroCT) untersucht (Abbildung 2.3).

Um Aussagen Uber den biomechanischen Verlauf der Knochenheilung zu gewinnen,
wurden die linken Femora aller Versuchstiere an zwei unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten biomechanisch getestet (nach drei und nach vier
Wochen). Anders als die CT-Analysen konnten die biomechanischen
Torsionstestungen nur ex vivo durchgefiihrt werden. Deshalb wurden 60 % der Tiere
nach drei Wochen und 40 % der Tiere nach vier Wochen in tiefer Narkose durch eine
Herzpunktion euthanasiert und die linken Femora fur die Torsionstestung entnommen
(Abbildung 2.2).

Kontroll- Fraktur- Kombinations-

Gruppe Gruppe Gruppe
N=25 N=30 N=29

Abbildung 2.2 Gruppenaufteilung mit postoperativen Fallzahlen

Um den postoperativen Heilungsverlauf zu kontrollieren und evtl. gesundheitliche
Probleme zu erkennen, wurde bei allen Tieren das Koérpergewicht wdchentlich

gemessen und dokumentiert.
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Tag 1 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
| | | | (
Operation MikroCT MikroCT MikroCT MikroCT
Korpergewicht Koérpergewicht Korpergewicht Korpergewicht Korpergewicht
(Euthanasie) Euthanasie
(Biomechanik) Biomechanik

Abbildung 2.3: Zeitlicher Verlauf von Interventionen in der Fraktur- und der Kombinations-
Gruppe

Bei den Versuchstieren ohne Femurosteotomie (Kontroll- und SHT-Gruppe) erfolgten
keine MikroCT-Untersuchungen. Auch diese Tiere wurden nach drei bzw. vier
Wochen postoperativer Standzeit euthanasiert und die Femora biomechanisch
untersucht (Abbildung 2.4).

Tag1 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
| | | | al
Operation Kérpergewicht Korpergewicht Korpergewicht Korpergewicht
Korpergewicht (Euthanasie) Euthanasie
(Biomechanik) Biomechanik

Abbildung 2.4: Zeitlicher Verlauf von Interventionen in der Kontroll- und in der SHT-Gruppe

2.2 Operationsmethoden

2.2.1 Peri- und postoperatives Procedere

Alle Operationen fanden unter tiefer Narkose statt. Zur Narkoseeinleitung wurde ein
Isofluran/O,-Gemisch (2,5 % Isofluran in 0,5 l/min O,) (FORENE®, Abott GmbH,
Wiesbaden) verwendet. Die Versuchstiere wurden dafur fur zwei Minuten in einen
gasdurchstromten Induktionsbehélter gesetzt, bis eine ausreichende Narkosetiefe
erreicht wurde. Zur Aufrechterhaltung der Narkose bekamen die Tiere nach
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Umlagerung ein Gasgemisch mit einem prozentualen Isoflurangehalt von 1,5 in
0,5 I/min O, Uber eine Maske, die wahrend der Operation Uber Maul und Nase
gehalten wurde. Die Versuchstiere atmeten zu jedem Zeitpunkt spontan. Die
Narkosetiefe wurde wahrend der gesamten Operation anhand des Reflexstatus
Uberpruft. Dazu wurde ein Schmerzreiz auf die linke Hinterpfote ausgetbt und die
Pfotenflexion beobachtet. Blieb eine Schmerzreaktion aus, wurde von einer
ausreichenden Narkosetiefe ausgegangen. Das exspirierte Atemgas wurde von einer

Vakuumpumpe kontinuierlich abgesaugt.

Zur analgetischen Abdeckung wahrend der Operation erfolgte direkt nach
Narkoseeinleitung eine subkutane (s.c.) Injektion von 0,1 ml Bubrenorphin
(TEMGESIC® 1 mg/kg KG, Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland). Zudem
wurde eine s.c. single shot-Injektion von 0,02 ml Clindamycin-2-Dihydrogenphosphat
(SOBELIN® 300, Pfizer Pharma, Karlsruhe, Deutschland) zur antibiotischen
Abdeckung verabreicht. Wahrend der gesamten Narkosedauer wurde die
Korpertemperatur der Tiere mit Hilfe einer heizbaren OP-Unterlage stabilisiert
(36,7°C).

Wahrend der ersten zwei postoperativen Stunden wurden die Tiere engmaschig
beobachtet. Dabei wurde insbesondere auf Atmung (Tachypnoe, Bradypnoe),
Schmerzzeichen (Gesichtsausdruck, gekrimmte Koérperhaltung, Vermeiden von
Bewegung) und die Belastung der operierten Extremitat geachtet. Zur postoperativen
Analgesie erhielten die Tiere fur sieben Tage Tramadol Uber das Trinkwasser ad
libitum (TRAMAL® Tropfen 25mg/l 7 Tropfen/Trinkflasche, Griinenthal GmbH,

Aachen, Deutschland).

2.2.2 Das Controlled Cortical Impact Injury-Modell

Das Controlled Cortical Impact Injury-Modell (CCll-Modell) (AmScien Instruments,
Richmond, U.S.A.) wurde im Biomedical Science Department der General Motors
Research Laboratories entwickelt und erstmals im Bioengineering Department des
Medical College of Virginia fiir die Ratte gebaut*. Dieses SHT-Modell wird aufgrund
seiner relativen N&he zum unfallbedingten Schadel-Hirn-Trauma und einer sehr

guten Reproduzierbarkeit von vielen Arbeitsgruppen eingesetzt*®*2.
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Kontusionsschlitten

Druckschlauche
Schlagbolzen

Fixationstisch

Abbildung 2.5: Kontusionseinheit des Controlled Cortical Impact Injury-Modells (Model AMS
201)

Dargestellt ist der Kontusionsschlitten mit Fixationstisch und den zufiihrenden Druckschlauchen. (Die
pneumatische Kontrollstation ist nicht mit abgebildet.)

Die Apparatur besteht aus einem Fixationstisch, einem Kontusionsschlitten und einer
pneumatischen Kontrollstation mit Stickstoffzuleitung. Der Kontusionsschlitten
besteht aus einem Druckzylinder, einer Kontusionsstange und einem Schlagbolzen.
Der Schlagbolzen ist mit einem Gewinde an der 19,75 mm langen Kontusionsstange
montiert, sodass die Eindringtiefe des Schlagbolzens manuell eingestellt werden
kann. Eine Umdrehung entspricht einer Hohenverstellung um 1 mm. Zur Fixierung
der Eindringtiefe dient eine gegenlaufige Mutter. Der Schlagbolzen besitzt eine
konvexe Oberflache und trifft zum Zeitpunkt des Traumas in einem Winkel von 45°
auf die freigelegte Dura mater des Versuchstiers. Zur Fixierung der Maus dient ein
unter dem Kontusionsschlitten angebrachter Fixationstisch. Der Fixationstisch ist
hohenverstellbar und im Raum frei beweglich. Die Maus wird fir das Trauma
stereotaktisch durch zwei Metallstifte fixiert. Die konisch zulaufenden Metallstifte
werden dabei im &ulReren Gehdrgang der Maus positioniert. Die Kontusionsstange
wird durch einen Druckzylinder bewegt. Dieser ist in zwei Druckkammern aufgeteilt,
welche uber zufihrende Schlauche mit der pneumatischen Kontrollstation verbunden
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sind. Uber ein Hochdrucksystem wird die schnelle Abwartsbewegung des
Schlagbolzens gesteuert. Ein Niederdrucksystem fihrt den Bolzen zurlck zur
Ausgangsposition. Uber einen dritten Schlauch bezieht das System als
Druckmedium hochgereinigten Stickstoff (Linde Stickstoff 5.0, Linde AG, Pullach,
Deutschland).

2.2.2.1 Praparation fur das SHT
22211 Material

e sterile Einmalhandschuhe
e sterile Tupfer, 20 x 20 cm
e steriles OP-Tuch
e Heizkissen (AEG HK 5510, Electrolux Hausgeréte Vertriebs GmbH, Nirnberg,
Deutschland)
e neurochirurgisches Mikroskop (Carl Zeiss Meditec AG, Oberkochen,
Deutschland)
e steriles OP-Besteck mit:
- Einmalskalpell (No. 10, Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan)
- Préaparierschere (Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland)
- chirurgische Schere (Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland)
- 3 x gebogene Moskitoklemme (Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland)
- Nadelhalter (Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland)
- chirurgische Pinzette (Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland)
- Tasthakchen (Aeskulap AG, Tuttlingen, Deutschland)
e Elektrokauter (Erbotom Bipolar, Erbe Elektromedizin GmbH, Tubingen,
Deutschland)
e Dentalbohrer (Micromot 40/E, Proxxon Werkzeug GmbH, Niersbach,
Deutschland)
e Zwei-Komponenten-Zement (Zinkphosphat Cement® normalhartend,
Hoffmann Dental Manufaktur GmbH, Berlin, Deutschland)
e Povidon-lod, 7,5-%-L6sung (BRAUNOL®, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)
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e Nahtmaterial (Ethicon Prolene® 6-0, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt, Deutschland)

Um das SHT setzen zu kénnen, mussten die Versuchstiere zuerst prapariert werden.
Dazu wurde der Kopf der Tiere stereotaktisch mit zwei Metallstiften fixiert. Die
gesamte Praparation erfolgte mikrochirurgisch mit Hilfe eines neurochirurgischen
Mikroskops (Carl Zeiss Meditec AG, Oberkochen, Deutschland). In tiefer Narkose
wurde die Kopfhaut mit Bupivacain (Bupivacain-RPR-Actavis®, 0,5%ige Loésung,
1 ml/kg KG, Actavis GmbH & Co. KG, Minchen, Deutschland) subkutan infiltriert.
Anschlie3end wurde das Fell im Kopfbereich mit einer Schere vorsichtig entfernt. Der
Hautschnitt erfolgte mit einem 10er-Skalpell. Hierbei wurde in der Medianlinie in
Hohe der Augen bis zum Ohransatz eine 2 cm lange Inzision gesetzt. Danach folgte
ein Entlastungsschnitt von 0,5 cm in transversaler Richtung nach links temporal. Zur
besseren Ubersicht wurden die Wundrander mit drei gebogenen Klemmchen
evertiert. Zur weiteren Darstellung wurde der nun freiliegende Musculus temporalis
mit einem Elektrokauter (Erbotom Bipolar, Erbe Elektromedizin GmbH, Tlbingen,
Deutschland) am proximalen Ansatz abgelost und nach distal geklappt. Auf dem jetzt
freipraparierten linken tempoparietalen Kortex wurde daraufhin eine Kraniektomie
innerhalb der anatomischen Begrenzungen durch Jochbogen, Scheitel-, Lambda-
und Koronarnaht durchgefihrt. Fir die Kraniektomie wurde mit einem Dentalbohrer
(Micromot 40/E, Proxxon Werkzeug GmbH, Niersbach, Deutschland) ein ca. 6 x
6 mm grof3es Knochenfenster gefrast. Der dabei entstandene Knochenlappen wurde

mit einem Tasthakchen vorsichtig entfernt, ohne dabei die Dura mater zu verletzen.
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Kraniektomie

Dentalbohrer

Abbildung 2.6: Intraoperative Sicht durchs Mikroskop
Mit dem Dentalbohrer wurde ein Knochenfenster gefrast. Rechts im Bild ist die Position der Maus
wahrend der Operation dargestellt.

2.2.2.2 Durchfuhrung des Schadel-Hirn-Traumas

Das fertig praparierte Versuchstier wurde anschlielend auf dem Fixationstisch des
CCIlI eingespannt. Nach der exakten Ausrichtung des Tieres unmittelbar unter dem
Schlagbolzen wurde das Trauma mit einer Penetrationstiefe von 0,25 mm, einer
Anprallgeschwindigkeit von 3,5m/s und einer Kontaktdauer von 150 ms
durchgefiihrt. Um einen Dekompressionseffekt zu vermeiden, wurde anschlieRend
der zuvor enthnommene Knochenlappen unter mikroskopischer Sicht zurlickgelegt
und im Sinne einer Kranioplastik mit einem Zwei-Komponenten-Zement
(Zinkphosphat Cement® normalhértend, Hoffmann Dental Manufaktur GmbH, Berlin,
Deutschland) befestigt. Der Hautverschluss erfolgte ebenfalls unter mikroskopischer
Sicht mit Einzelknopfnéhten (Ethicon Prolene® 6-0, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Deutschland).

2.2.3 Das Femurosteotomie-Modell

Fir die Simulation einer Fraktur wurde das MouseExFix-System (RISystem AG,
Davos, Schweiz) verwendet. Es handelt sich hierbei um ein externes Fixateur-

System mit vier Fixateurpins.
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2.2.3.1 Material

o Implantate
- 1 x MouseExFix simple 100 % (R1S.611.200)
- 4 x MouseExFix-Pins 0,45 mm (RIS.411.100)

Abbildung 2.7: Fixateur mit Pins

o implantatsspezifische Instrumente
- 3 x Handbohrer (RI1S.390.130)
- 1 x Bohreraufsatz 1 mm
- 1 x Bohreraufsatz 0,45 mm (R1S.590.201)
- 1 x Square box-Schraubenschliissel 0,70 mm (RI1S.590.112)
- 1 x Gigli wire-Sage 0,70 mm

Abbildung 2.8: Implantatspezifische Instrumente
A: Handbohrer mit 1-mm-Bohreraufsatz. B: Handbohrer mit Schraubenschliisselaufsatz. C: Handbohrer
mit 0,45-mm-Bohreraufsatz.
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o sonstiges Material

- sterile Einmalhandschuhe

- sterile Tupfer, 20 x 20 cm

- steriles OP-Tuch

- 2 XxPinzette

- Einmalskalpell No. 10 (Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan)

- Nahtmaterial (Ethicon Prolene 5-0, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt, Deutschland)

- Povidon-lod, 7,5-%-L6sung (Braunol®, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

- Enthaarungscreme (Veet® Creme, Reckitt Benckiser, Mannheim,
Deutschland)

- Wattestdbchen (Holzvariante)

2.2.3.2 Operationstechnik

Haare im Operationsgebiet wurden entfernt und die freiliegende Haut anschlie3end
mit BRAUNOL® (Povidon-lod, 7,5-%-Losung, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) desinfiziert. Mit einem 1ler-Skalpell erfolgte eine longitudinale
Hautinzision entlang des Femurs vom Knie bis zum Ansatz des Huftgelenks. Danach
wurde die nun freiliegende Fascia lata mit einer Schere durchtrennt. Unter Schonung
des Nervus ischiadicus wurden der Musculus vastus lateralis, der Musculus biceps
femoris und der Musculus tensor fasciae latae stumpf bis auf den Knochen
prapariert. Das Femur wurde dann fast in seiner kompletten Lange vorsichtig zirkular
frei prapariert. Mit einem 1-mm-Bohrer wurde unmittelbar proximal der
Kniegelenkskapsel eine Vertiefung fur den ersten Bohrkanal geschaffen. Mit einem
0,45-mm-Bohrer wurde daraufhin an dieser Stelle der erste Bohrkanal senkrecht zur
Langsachse des Femurs gesetzt. Im Anschluss wurde der distalste Pin in den
Fixateur eingesetzt und der Fixateur mit Pin in den angelegten Bohrkanal
eingeschraubt (Abbildung 2.9).
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Abbildung 2.9: Ubersicht der einzelnen Operationsschritte

A: Der Bohrkanal fur den ersten Pin wird vorgebohrt. B: Der erste Pin wird mit Fixateur in den
Bohrkanal geschraubt. C: Der zweite Pin wird eingesetzt. D: Intaktes Femur mit vollsténdig
eingesetztem Fixateur. E: Femur mit Fixateur nach Osteotomie mit der Gigli wire-Séage (Sage nicht
abgebildet).

Mit dem ersten Pin wurde dabei die exakte Ausrichtung des Fixateurs zum Femur
festgelegt. Fur die verbleibenden Pins wurde direkt mit dem 0,45-mm-Bohrer Uber
dem bereits sitzenden Fixateur der Bohrkanal geschaffen. Nach dem regelrechten
Einsetzen aller vier Pins wurde der Knochen mit einem 0,7 mm starken Sagedraht
(Gigli wire, RISystem AG, Davos, Schweiz) von Hand osteotomiert. Dafir wurde die
Sage unter dem Knochen exakt mittig der beiden medialen Pins durchgefuhrt und
langsam mit konstanter Geschwindigkeit tangential auf und ab bewegt. Ein Assistent
stabilisierte dabei mit beiden Handen das Femur mit eingebrachtem Fixateur. Der
Wundverschluss erfolgte mit Einzelknopfnahten bzw. mit U-Nahten zwischen den
Pins (Ethicon Prolene 5-0, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt,
Deutschland). Um potentiellen Wundheilungsstérungen vorzubeugen, wurde die
Hautnaht abschlieBend mit Bepanthen®-Salbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe,

Bayer Vital GmbH, Leverkusen) bedeckt.
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2.3 MikroCT-Untersuchung

Alle Mause mit Femurosteotomie wurden zur morphologisch quantitativen
Bestimmung des neu gebildeten Kallus im MikroCT untersucht. Hoch auflésende
MikroCT-Untersuchungen haben in den letzten Jahren in der Knochenforschung
stark an Bedeutung gewonnen (Kapitel 4, Methodendiskussion).”® In dieser Arbeit
wurde ein Cone-beam in vivo-MikroCT-Scanner der Firma Scanco Medical (Scanco

vivaCT 40, Scanco Medical AG, Briittisellen, Schweiz) verwendet.
2.3.1 Spezifikationen

Tabelle 2: Spezifikationen des SCANCO vivaCT 40
Ubernommen von http://www.scanco.ch/en/systems-solutions/preclinical/vivact40.html (02. Juni 2013).
Abkirzungen: kVp=Kilovolt Peak, keV=Kiloelektronenvolt, MTF=Modulations-Transfer-Funktion.

Type Cone-beam in vivo
microCT Fully shielded
X-ray source Sealed
Air-cooled
30-70 kVp / 20-50 keV (160 pA)
Resolution <14 um (10% MTF)
5-76 ym nominal isotropic (pixel size)
Image matrix : 512 x 512 to 4096 x 4096 pixel

Die angefertigten Projektionen wurden zuné&chst unter Angabe der Scan-Nummer,
des Scan-Datums und des Benutzernamens auf einer Festplatte des
angeschlossenen Computers gespeichert. Die weitere Verarbeitung der Daten

erfolgte mit der Scanco IPL v5.15-Software.

Um detaillierte Informationen Uber den zeitlichen Verlauf der Frakturheilung zu
erlangen, war es notwendig, die Versuchstiere in vivo zu untersuchen. Dazu wurden
die Tiere mit einem intraperitoneal (i.p.) verabreichten DORMITOR®-KETAMIN®-
Gemisch narkotisiert (0,3 ml/kg Medetomidin, Orion Pharma, Bad Homburg,
Deutschland + 0,6 ml/kg KETAMIN® 10 %, Actavis GmbH & Co. KG, Miinchen,
Deutschland). In tiefer Narkose wurde die Maus bei erhaltener Spontanatmung in
einen speziell angefertigten Probenhalter gelegt. Der operierte linke Oberschenkel

wurde dabei in exakt longitudinaler Richtung im Probenhalter ausgerichtet. Dabei war
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darauf zu achten, dass auch die horizontale und sagittale Ebene exakt senkrecht zur
Achse des Probenhalters verliefen. Die konkrete Achse des Femurs konnte dabei
durch die Ausrichtung des Fixateurs genau beobachtet werden. Durch die prazise
Positionierung des Femurs konnten Artefakte verhindert werden, welche andernfalls
durch Fixateurpins im Strahlengang entstanden waren. Nach korrekter Lagerung der
Maus wurde das Tier mit zwei Pflasterstreifen fixiert, um Bewegungsartefakte zu
reduzieren. Ein Pflasterstreifen wurde tber den Fixateur geklebt, der andere Uber
den seitlichen Thorax der Maus. Dabei war darauf zu achten, dass die
Spontanatmung durch einen zu straff angelegten Pflasterstreifen nicht beeintrachtigt

wurde.

Vor jeder Messung musste eine Prakalibration fur den Schwarzabgleich von finf
Minuten ohne Probe durchgefiihrt werden. Nach erfolgter Kalibration konnte der
Probenhalter mit Versuchstier in den Roéntgenkanal eingebracht werden. Zunachst
wurde ein konventionelles Rontgenbild entsprechend einer Ubersichtsaufnahme
(Scout View; Abbildung 2.10) aufgenommen, um noch einmal die korrekte
Ausrichtung des Frakturspalts zu verifizieren und den Messbereich fur die

Datenermittlung optimal zu erfassen.

Referenzlinien Fixateurpin

Osteotomie

Abbildung 2.10: Rontgenubersichtsaufnahme (Scout View)
Der Messbereich wird durch die griin gepunkteten Linien festgelegt. Die strahlendichten Fixateurpins
werden auf der Rontgenaufnahme mit abgebildet.
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Der Messbereich wurde anhand zweier Referenzlinien in der Ubersichtsaufnahme
eingezeichnet. Die Lage des Messbereichs ist dabei so gewahlt worden, dass sich
der Frakturspalt genau mittig zwischen beiden Referenzlinien befand. Fur den
Messbereich wurde eine Breite von 3,18 mm definiert. Dies entsprach 212

Schnittbildern mit einer Dicke von 15 um pro Schnittbild.
2.3.2 Messparameter

Die Messung des Osteotomiespaltes wurde mit folgenden Parametern durchgefihrt:

Rdntgenspannung: 55 kV
Stromstéarke: 145 pA

Anzahl der Ansichten: Projektion 180°
Integrationszeit: 381 ms

Effektive VoxelgroRe: isotrop, 15 pum
Anzahl der Schnittbilder: 212

Auflésung: 1024 x 1024 Pixel

Bei einer Messdauer von 4,5 Sekunden pro Schicht dauerte die CT-Untersuchung
eines Versuchstiers 15,9 Minuten. Mittels zweidimensionaler Bildrekonstruktion
wurden einzelne Schnittbilder des gescannten Bereiches berechnet (Abbildung 2.11).
Die 212 gescannten Schnittbilder beinhalteten den Osteotomiespalt mit den jeweils
angrenzenden Fixateurpins. Um nur den neu gebildeten Kallus im Osteotomiespalt
zu erfassen und nicht den neu gebildeten Knochen im Bereich der Bohrkanéle,
wurde eine Region of Interest (ROI) von 1,05 mm Breite (70 Schnittbilder) festgelegt.
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Kortikalis

Kallus

1.0 mm

Um genau die gleiche ROI bei jedem Versuchstier erfassen zu kdénnen, wurden
spezielle Landmarken definiert: Das Schnittbild, auf dem die Kortikalis die erste
Kontinuitatsunterbrechung aufweist, und das Schnittbild, auf dem die Kortikalis
wieder vollstandig geschlossen war, wurden bei jedem Tier aufgesucht und notiert.
Daraufhin wurde das Schnittbild, welches sich genau zwischen diesen beiden
Punkten befand, als Osteotomiemittelpunkt definiert. Lag dieser Mittelpunkt genau
zwischen zwei Schnittbildern, wurde aufgerundet und das weiter distal liegende
Schnittbild ausgewahlt. Von diesem definierten Mittelpunkt aus wurden dann die 35

proximal liegenden und 35 distal liegenden Schnittbilder ausgewertet.

Um bei der Evaluierung des Knochens ausschlief3lich den Kallus zu erfassen, war es
notwendig, in jedem dieser 70 Schnittbilder den Kallus sowie die Kortikalis
einzuzeichnen. Dazu wurde zunachst auf jedem der 70 Transversalschnitte der
Knochen komplett umrandet. Im Anschluss wurde auf jedem Bild die innere und
aulRere Grenze der Kortikalis eingezeichnet. Dies war notig, weil auch der Kallus im
Markraum mit in die Auswertung einflieBen sollte. Bei der Konturierung des

Knochens konnten Konturierungsalgorithmen des MikroCT-Programms genutzt
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werden. Dies erleichterte das Einzeichnen der ROIs erheblich. Allerdings musste
jede durch das Programm entstandene ROI zusatzlich sorgfaltig kontrolliert werden.

Zuletzt wurden die beiden Konturen fusioniert und als Datei gespeichert.

Um die einzelnen Messungen miteinander vergleichen zu kdnnen, musste ein fixer
Threshold-Bereich bestimmt werden. Werte in diesem Threshold-Bereich werden
Ublicherweise als Knochen interpretiert. Liegen die Werte aulRerhalb dieses
Messbereichs, werden sie als Hintergrund ausgewertet. Zur Bestimmung des
Thresholds wurde fur jede dritte Messung manuell ein passender Threshold
ausgewahlt. Von den ermittelten Threshold-Werten wurde dann ein Durchschnitt
berechnet und auf alle Messungen angewendet. In unserem Fall ergab sich fur den
unteren Threshold ein Wert von 2195 HU (374,6 HA/cm® und fir den oberen
Threshold ein Wert von 6345 HU (1117,0 HA/cm?®).

Anhand dieser Werte konnten 3D-Rekonstruktionen des Kallus angefertigt werden.
Diese Rekonstruktionen wurden zwar nicht fir die weitere Berechnung verwendet,
waren aber flr eine optische Begutachtung und ein besseres raumliches Verstandnis
hilfreich.

Abbildung 2.12: 3D-Darstellung des Frakturkallus

Abgebildet ist der Kallus einer Maus aus der Fraktur-Gruppe zwei Wochen nach Operation. Der
Osteotomiespalt ist im rechten Teil des Bildes noch erkennbar. In der linken Hélfte des Bildes ist der
Osteotomiespalt von Kallus Uberbriickt.
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Nach der CT-Untersuchung wurden die Tiere wieder aus dem Probenhalter befreit.
Durch 0,02 ml intraperitoneal appliziertes ANTISEDAN® (Orion Pharma, Bad
Homburg, Deutschland) wurde die Wirkung des Medetomidins antagonisiert und die

Narkose hiermit beendet.

Die Temperatur im Untersuchungsraum des MikroCT wurde fir optimale
Testbedingungen herunter reguliert. Um einen starkeren Abfall der Koérpertemperatur
wahrend des Aufenthaltes zu vermeiden, wurden die Versuchstiere vor und nach der

Untersuchung mit einer Heizlampe gewarmt.

2.3.3 Qualitative MikroCT-Untersuchung

Anhand eines adaptierten Protokolls wurde eine qualitative MikroCT-Evaluation
durchgefiihrt.** Die 3 und 4 Wochen postoperativ angefertigten CT-Bilder wurden mit
Hilfe der Scanco IPLv5.15-Software ausgewertet. Hierflr wurden die Schnittbilder in
zwei zueinander senkrechten Ebenen (sagittal und koronar) gemustert und nach

folgendem Scoring beurteilt** :

e A: komplette Uberbriickung (vier Kortizes tiberbriickt durch Kallus)

e B:inkomplette Uberbriickung (ein bis drei Kortizes tiberbriickt durch Kallus)

e C: keine Uberbriickung (Prasenz von Kallus aber keine Uberbriickung der
Kortizes durch Kallus)

o D: verzogerte Heilung (abgerundete Kortizes und fast kein Kallus im

Frakturspalt vorhanden)
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Abbildung 2.13: Beispielbilder der qualitativen MikroCT-Auswertung

Zu sehen sind exemplarische Aufnahmen aus der XZ-Ebene vier Wochen nach Operation. A-, B-, C-,
D-Score: A: komplette Uberbriickung. B: inkomplette Uberbriickung. C: keine Uberbriickung.

D: verzogerte Heilung. Weil3e Sternchen zeigen die Kallustiberbriickungen.

Das Scoring wurde von zwei unabhéngigen Untersuchern durchgefihrt. Im Falle
eines unterschiedlichen Scorings traf ein dritter unabhangiger Beobachter die

Entscheidung.

2.4 Totung und Praparation

2.4.1 Totung

Die Totung der Versuchstiere erfolgte durch Entbluten. Dazu wurden die

Versuchstiere durch ein i.p. appliziertes DORMITOR®/KETAMIN®-Gemisch

narkotisiert (0,3 ml/lkg Medetomidin + 0,6 ml/kg Ketamin 10 %). Die Entblutung

erfolgte lUber eine intrakardiale Punktion in Ruckenlage mit einer 17er-Kanule. Durch

digitales Ertasten des maximalen HerzspitzenstoRes konnte die optimale
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Punktionsstelle (etwa 5. Interkostalraum, vordere Axillarlinie) aufgesucht werden. In
einem Winkel von ca. 70 Grad zur Sagittalebene wurde die Haut durchstochen und
die Kanule langsam weiter vorgeschoben bis die Pulsation des Herzens zu splren
war und Blut aus der Kanile austrat. In dieser Position wurde das Blut mit einer 1-ml-
Spritze abpunktiert. Dabei war es wichtig, die Blutentnahme langsam durchzuftihren;
ein zu hoher negativer Druck hatte zum Herzkollaps gefihrt, welcher eine weitere
Abnahme unmdglich gemacht hatte. War es durch dieses Vorgehen nicht mdglich,
eine konsequente Entblutung zu erreichen, wurde der Brustkorb ertffnet und das
Herz unter Sicht punktiert. Das bei der Totung entnommene Blut (ca. 0,8 ml) wurde

fur biochemische Untersuchungen in anderen Studien verwendet.

2.4.2 Praparation

Unmittelbar nach der Tétung des Versuchstiers wurde das linke Femur freiprapariert
und in Knie- und Huftgelenk exartikuliert. Dabei wurde mit Schere, Pinzette und
Skalpell prapariert. Bander und Sehnen wurden durchtrennt und die Weichteile vom
Knochen abgeldst. Bei den Tieren mit Osteotomie wurde ein schmaler Muskelmantel
in Diaphysenmitte belassen, um ein versehentliches Beschadigen des Kallus
auszuschlieBen. Dieser Muskelmantel hatte den weiteren Vorteil, dass ein
Austrocknen des Knochens wahrend der Einbettung verhindert wurde. Am
proximalen und distalen Ende des Femurs wurde der Knochen auch vom Periost

befreit, um eine optimale Einbettung zu gewahrleisten.

Bei den Versuchstieren mit Femurosteotomie wurde anschlie3end der Fixateur mit
Pins durch einen Schraubenschlissel entfernt. Um nur minimale Belastung auf den
Osteotomiespalt auszuiiben, wurde das Femur mit Daumen und Zeigefinger fixiert
und die Pins unter vorsichtigen Drehbewegungen aus ihrer Verankerung gelost. Die
fertig praparierten Femora wurden dann zuséatzlich mit einer Mullkompresse umhdillt
und mit 0,9%iger Kochsalzldsung angefeuchtet, um einem Austrocknen und damit
einer Veranderung der biomechanischen Eigenschaften des Knochens

entgegenzuwirken.
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2.5 Biomechanische Testung

Fur die biomechanische Testung wurden insgesamt 47 Tiere herangezogen. Es
wurden 12 Tiere aus der Fraktur-Gruppe, 12 Tiere aus der SHT-Gruppe, 12 Tiere aus
der Kombinations-Gruppe und 11 Tiere aus der Kontroll-Gruppe getestet. Die
Testungen wurden in allen Gruppen nach 3 und 4 Wochen durchgefuhrt (Abbildung
2.14).

Kontroll- SHT- Fraktur- Kombinations
Gruppe Gruppe Gruppe -Gruppe
N=25 N=30

3 4
Wochen Wochen
N=7 N=4

Abbildung 2.14: Gruppenubersicht der biomechanischen Testung
Die Tiere, welche biomechanisch getestet wurden, sind mit hellblauem Hintergrund dargestellt.
Biom.=Biomechanische Testung, Histo.=Histologie.

2.5.1 Das Torsions-Prufgerat

Zur biomechanischen Untersuchung der Femora wurde ein Torsionstest mit dem
ElectroForce® TestBench-System der Firma Bose® (Bose® GmbH ElectroForce
Systems Group, Friedrichsdorf, Deutschland) durchgefiihrt. Bei der ElectroForce®
TestBench handelt es sich um ein modulares Materialprifsystem im unteren
Kraftbereich bis 200 N. Sie besteht aus einer schwingungsentkoppelten Grundplatte,
auf welcher der Torsionsantrieb montiert ist, einem Linearantrieb, einem Kraftsensor
und einer Probenhaltervorrichtung. Die vertikale Ausrichtung der Antriebe ermdglicht
eine schwerkraftunabhangige Testung des Knochens. Gesteuert werden die Antriebe
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iiber eine Kontrollstation durch die WinTest®-Software (WinTest® 7 Controls, Bose®

Corporation — ElectroForce® System Group, Minnesota, U.S.A).

L ARRREed| | | e Bose® TestBench

-----

.....

Abbildung 2.15: Material Prufgerat.
1: TestBench. 2: Axialer Antrieb. 3: Probenhalter. 4: Torsionsantrieb. 5: WinTest®-Kontrollstation.

2.5.2 Einbettung der Probe

Material

e Technovit® 3040-Pulver (Technovit® 3040, kaltpolymerisierender Kunststoff,
gelb, Heraeus-Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland)

e Technovit®-Universal-Fliissigkeit (Methylmethacrylat, N,N-dimethyl-p-toluidin,
Heraeus-Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland)

e Riuhrstab

e PVC-Becher, 2 Stiick

e Spritze zum Abmessen der Technovit®-Fliissigkeit, GréRe 5 ml

e Spritze zum Einfullen der Einbettmasse, Grol3e 5 mi

e Einbettformen paarweise, Eigenbau
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¢ Verbindungssteg 30 mm + 2 Schrauben, Eigenbau

e Wattestab (Holzvariante)

e Teflon-Paste (PTFE-Paste, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

e Kochsalzlésung

e Mullverband (schmaler Streifen)

¢ Einbetthilfe, Eigenbau

e Montagehilfe, Eigenbau

e Inbusschlussel fur Auswurfschraube, Grofze 2 mm

¢ Inbusschlissel fir Montage des Verbindungssteges, Gréf3e 2,5 mm

Im ersten Schritt wurde die Einbettform von innen mit einer Teflon-Paste dinn
beschichtet, damit das Einbettmedium nach der Testung wieder ohne Rickstande
entfernt werden konnte. Daraufhin wurde die Einbettform in der Einbetthilfe
positioniert und das Femur mit dem proximalen Ende nach oben am Femurkopf mit

der Zange gefasst und mittig sowie lotrecht ausgerichtet.

— Einbettmedium

Abbildung 2.16: Einbettung der Probe
A: Die Einbettform wird mit Teflon-Paste von innen beschichtet. B: Eingebettetes Femur mit
Einbetthilfe.

AnschlieBend wurde unter standigem Rihren zu ca. 1,6 ml Technovit®-Fliissigkeit
solange Technovit®-Pulver hinzugegeben, bis die Masse anfing am Riihrstab Faden
zu ziehen. Die erste Einbettform wurde daraufhin mit der angertihrten Masse

aufgefullt.
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Nach ca. acht Minuten war die Masse vollstandig ausgehartet. Mit einem in
Kochsalzlosung getrankten Mullverbandstreifen wurde der Knochen umwickelt und
damit feucht gehalten. Eine Verdnderung der biomechanischen Eigenschaften, die
durch ein Austrocknen der Probe entstehen wirde, konnte hierdurch minimiert

werden.

D Montagehilfe

Abbildung 2.17: Einbettung der Probe, mit zweiter Einbettform
C: Die beiden Einbettformen sind mit einem Steg verbunden. D: Die Einbettformen sind in der
Montagehilfe ausgerichtet und die zweite Einbettform wird mit Technovit® befllt.

Die zweite Einbettform wurde nun mit einem Steg an der ersten befestigt und in die
Montagehilfe eingesetzt. Die Montagehilfe diente dabei der exakten Ausrichtung der
beiden Einbettformen. Die zweite Einbettform wurde daraufhin wie zuvor beschrieben
mit Technovit® gefiillt (Abbildung 2.17).

Nach weiteren acht Minuten konnten die Einbettformen aus der Montagehilfe
entnommen und zur Testung in die Probenhaltevorrichtung der Bose®-
Materialprifmaschine eingesetzt werden.
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2.5.3 Der Torsionstest

Probenhalter der Bose® TestBench

eingebettetes Femur

Abbildung 2.18: Probenhalter der Bose® TestBench mit eingesetzter Probe
Der Verbindungssteg ist fur die Testung entfernt worden.

Beim Einsetzen der Probe in die Probenhaltervorrichtung wurde der Knochen so
arretiert, dass die Femurlangsachse mit der Rotationsachse der Bose®-Anlage
Ubereinstimmte. Bevor die Torsionstestung durchgefuhrt werden konnte, mussten die
Kontrollparameter tariert und die Probe manuell entlastet werden. Nach dem
Entfernen des Verbindungsstegs wurde die Testung gestartet.

Wahrend der Messung wurde ein Ende der Probe kontinuierlich um 0,6 Grad pro
Sekunde verdreht. Aus dieser Verdrehung resultierte eine Verkirzung der Probe. Um
eine aus der Materialverkirzung entstehende Zugbelastung auszugleichen, wurde
auf die Probe kontinuierlich eine axiale Vorlast von 0,3 Newton ausgeubt. Alle 0,75
Sekunden wurden das Torsionsmoment und der Winkelgrad erfasst und am
Computer in Echtzeit als Graph abgebildet (Abbildung 2.19).
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Abbildung 2.19: Bildschirmausschnitt des WinTest®-Programms wahrend einer
Torsionstestung

In Rot ist das Torsionsmoment, in Griin die axiale Last, in Blau die Verkirzung der Probe und in Violett
der Torsionswinkel abgebildet. Auf der y-Achse ist die Zeit angegeben.

Als Endpunkt jeder Messung wurde das Erreichen des maximalen Torsionsmoments
definiert. Dies entspricht dem Zeitpunkt, an dem der Knochen bricht. Dieser Moment
konnte anhand eines deutlichen Abfalls des Torsionsmoments um mehr als die Halfte
erkannt werden. Nach diesem Abfall wurde die Testung manuell gestoppt und die

erhobenen Rohdaten abgespeichert.

2.5.4 Bearbeitung der Daten

Um die Kallusfestigkeit (strength) und die Kallussteifigkeit (stiffness) zu berechnen,
wurden die Daten mit Excel® (Excel® 2010 (Windows), Microsoft Corporation)
bearbeitet. Zur graphischen Darstellung wurde das Drehmoment (torsional load) in
Newtonmillimeter (Nmm) auf der y-Achse gegen die Winkeldnderung (deformation) in
Grad (°) auf der x-Achse aufgetragen (Abbildung 2.20). Die Kallusfestigkeit konnte

daraufhin anhand des maximalen Drehmoments (maximum torsional moment) direkt
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aus der Kurve abgelesen werden. Die Steifigkeit entsprach der Steigung der Kurve,
die Uber die Gleichung (m =Y, — Ya/ Xy — X5) berechnet wurde. Sie gibt an, wie viel
Widerstand ein Material einer Verformung entgegensetzt. Um eine reprasentative
Steifigkeit zu erhalten, wurde die Steigung aus dem mittleren linearen Bereich
angegeben. Dies war notig, weil die Kurve im Anfangsbereich und beim Maximum

nicht immer linear verlief.

Maus-Kontroll-Gruppe

30
r’.
’s Maximales Drehmoment ’/‘);,71
’I
— 20
E
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E Steifigkeit
2
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0
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Winkel in [°]

Abbildung 2.20 In Excel® erstellter Graph zur Berechnung von Torsionsfestigkeit/-steifigkeit
Das Drehmoment ist gegen den Torsionswinkel aufgetragen. Die Steifigkeit entspricht der Steigung
(hellblau) der Kurve. Die Festigkeit entspricht dem Maximum der Kurve (dunkelblau).
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2.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS® 20 (Statistical Package for
Social Science, SPSS Inc. Chicago, lllinois). Die Studiengruppen wurden mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet. Nicht normalverteilte
Gruppen wurden mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests verglichen.

Fur die qualitative MikroCT-Auswertung wurde der exakte Test nach Fisher
angewendet. Die Begutachter-Ubereinstimmung (Interobserver-Variabilitat)
hinsichtlich der Kalluskonsolidierung wurde mit Hilfe der Kappa-Statistik berechnet
und betrug 0,77.

In der tabellarischen Darstellung der Ergebnisse wurde der Median sowie die 25. und
75. Perzentile angegeben. Die Ergebnisse wurden mit einem 95-%-Konfidenz-
Intervall berechnet. Ein p<0,05 wurde als Level statistischer Signifikanz

angenommen.

Die Boxplots im Ergebnisteil (Abbildung 3.1, Abbildung 3.2, Abbildung 3.4, Abbildung
3.5, Abbildung 3.6, Abbildung 3.7) stellen den Median in der Mitte des Rechtecks als
weillen Balken dar. Das obere Ende des Rechtecks zeigt das 25. und das untere das
75. Perzentil. An diesem Rechteck schlieBen sich T-férmige Whiskers an. Sie
umfassen zum einen die Werte unter dem 25-%-Quartil und zum anderen die Werte
Uber dem 75-%-Quartil. AusreiRer sind Uber oder unter dem Boxplot als Kreise
gekennzeichnet. Ein Strich mit dartber liegendem Sternchen stellt im Boxplot einen
Unterschied p<0,05 zwischen den Versuchsgruppen dar. Ein Trend wird mit einem

Strich und dariber liegender Raute dargestellt.
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3. Ergebnisse

Eine Stunde nach Operation hatten sich die meisten Versuchstiere von der Narkose
erholt und zeigten ein reges Verhalten (Putzen, Umherlaufen, Umpfligen des
Nistmaterials). Die operierte Extremitat wurde in den meisten Fallen direkt nach
Erwachen aus der Narkose regelrecht belastet. Bei funf Tieren wurde der operierte
linke Hinterlauf postoperativ nachgezogen und die ersten 24 h nicht voll belastet. Der
Befund besserte sich bei allen betroffenen Tieren innerhalb der ersten zwei bis drei
Tage bis zur regelrechten Belastung des Hinterlaufs.

Der Fixateur wurde sehr gut toleriert und beeintrachtigte die Tiere kaum in ihrem
Bewegungsumfang. Zu Beginn der Studie blieben einige wenige Tiere mit ihrem
Fixateur an den Spielmaterialien im Kafig (Plastikhauschen, Plastikrohre) hangen. Im
Verlauf der Studie wurde deshalb beschlossen, diese Spielmaterialien bei den
Mausen mit Fixateur aus dem Kafig zu entfernen. Den Tieren ohne Fixateur (Kontroll-

Gruppe, SHT-Gruppe) wurden weiterhin Spielmaterialien angeboten.

Insgesamt wurden die Daten von 114 Tieren ausgewertet. In der Fraktur-Gruppe kam
es zu 3 drop outs, in der SHT-Gruppe zu 6 und in der Kombinations-Gruppe zu 10

drop outs. Im Folgenden werden die einzelnen Griinde der drop outs aufgefihrt.

In der Fraktur-Gruppe kam es bei zwei M&usen innerhalb der ersten sieben Tage
zum Auswandern des proximalen Pins. Die daraus resultierende Achsabweichung
der Frakturenden von uber 20° erfullte ein Abbruchkriterium, weshalb die Tiere
euthanasiert und die Daten aus der Wertung genommen wurden. Eine weitere Maus
dieser Gruppe ist nach der MikroCT-Untersuchung nicht mehr aus der Narkose

erwacht.

In der SHT-Gruppe sind insgesamt sechs Tiere verstorben. Intraoperativ verstarben
drei Versuchstiere und unmittelbar postoperativ zwei Tiere. Eine Maus wurde bei der

morgendlichen Kontrolle am flinften postoperativen Tag tot im Kafig vorgefunden.

In der Kombinations-Gruppe sind vier Tiere intraoperativ gestorben. Zwei Tiere sind
aus der Narkose fur die CT-Untersuchung nicht mehr erwacht. Bei zwei Mausen kam

es auch in dieser Gruppe zum Auswandern des proximalen Pins mit daraus
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resultierender Abkippung der Frakturenden von uber 20°. Eine Maus musste
aufgrund einer Wundinfektion, die mit Gentamycinsalbe nicht beherrschbar war, aus
der Studie ausgeschlossen werden. Ein weiteres Tier zeigte am zweiten
postoperativen Tag Schmerzzeichen (vermeidende Belastung der operierten
Extremitét, reduziertes Trink- und Essverhalten). Weil sich diese Schmerzzeichen
auch nach zusatzlicher Schmerzmittelgabe nicht besserten, wurde dieses Tier

euthanasiert.

3.1 MikroCT-Untersuchung

Tabelle 3: Fallzahlen der einzelnen MikroCT-Auswertungen

Abgebildet sind die Fallzahlen der einzelnen MikroCT-Auswertungen zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt. Zwei fehlende Messungen, die aus technischen Griinden nicht auswertbar
waren, sind mit Sternchen markiert.

Qualitative Kallus- Kallus-
Zeitpunkt post OP  Versuchsgruppe Auswertung volumen dichte
Woche 1 Fraktur 30 30 30
kombiniertes Trauma 29 29 29
Woche 2 Fraktur 30 30 30
kombiniertes Trauma 29 29 29
Woche 3 Fraktur 30 28* 28*
kombiniertes Trauma 29 29 29
Woche 4 Fraktur 10 10 10
kombiniertes Trauma 9 9 9

In der Fraktur-Gruppe konnte von zwei Versuchstieren die Messung vom 21.
postoperativen Tag aufgrund eines Systemabsturzes wahrend des Speichervorgangs
nicht fir die Berechnung von Kallusvolumen und Kallusdichte verwendet werden.
Deshalb sind in dieser Gruppe nur 28 statt 30 Tiere beziglich Kallusvolumen und

Kallusdichte untersucht worden (Tabelle 3).
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3.1.1 Kallusvolumen

In beiden Gruppen kam es bis zur dritten Woche zu einem Volumenanstieg gefolgt
von einem Abfall bis zur vierten Woche (Abbildung 3.1).

Versuchsgruppe
B Fraktur-Gruppe
[l Kombinations-Gruppe

»
=)
1

'

-
wm
1

| |

Kallusvolumen in mm?3
g

o
23
1

' 3

0,0

I I | |
Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4
*15=0,020," ?p=0,039 und *3=0,001, Mann-Whitney-U Test

Abbildung 3.1: Entwicklung der Kallusvolumina [in mm3] Uber vier Wochen
Vergleich von Fraktur-Gruppe (dunkelblau) mit der Kombinations-Gruppe (hellblau). Die signifikanten
Unterschiede sind mit Sternchen markiert.

Vergleicht man die im MikroCT untersuchten Tiere, zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen der Fraktur- und Kombinations-Gruppe nach 2, 3 und 4
Wochen (Abbildung 3.1).

Eine Woche nach Operation waren keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen erkennbar. In Woche 2, 3 und 4 war das Kallusvolumen in der
Kombinations-Gruppe signifikant hoher (p=0,020, p=0,039, p<0,001) als bei den
Mausen in der Fraktur-Gruppe (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ergebnisse der Kallusvolumen-Untersuchung.
Angegeben sind die Gruppengrof3en (N), der Median mit dem 25. und 75. Perzentil (Kallusvolumen in
mm?®) und die p-Werte (Mann-Whitney-U-Test). In fett gedruckt dargestellt: p<0,05.

Kallusvolumen in [mm?]

Zeitpunkt post OP  Versuchsgruppe N Median (25.—75. Perzentil) p-Wert

Woche 1 Fraktur 30 0,40 (0,36-0,51) 0.255
kombiniertes Trauma 29 0,45 (0,39-0,55)

Woche 2 Fraktur 30 0,70 (0,54-0,95) 0020
kombiniertes Trauma 29 0,99 (0,61-1,26) '

Woche 3 Fraktur 28 1,29 (0,67-1,52) 0039
kombiniertes Trauma 29 1,58 (1,15-1,89) '

Woche 4 Fraktur 10 1,09 (0,25-1,25) <0.001
kombiniertes Trauma 9 1,60 (1,53-1,90) ’

3.1.2 Mineralisierungsdichte des Kallus

Die Kallusdichte zeigte in beiden Gruppen bis zur 2. Woche keine starken
Veranderungen. Von der 2. bis zur 3. Woche stieg der Hydroxylapatitgehalt in beiden
Gruppen deutlich an. In der 4. Woche gab es eine drastische Zunahme der Dichte
(Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Entwicklung der Kallusdichte (in mg HA/cmS) Uber vier Wochen
Vergleich der Fraktur-Gruppe (dunkelblau) mit der Kombinations-Gruppe (hellblau). Der tendenzielle
Unterschied ist mit einer Raute gekennzeichnet. (HA=Hydroxylapatit).

Nach einer Woche zeigten sich keine Unterschiede in den beiden Gruppen. Auch in
Woche 2 und Woche 3 gab es in beiden Gruppen eine gleichméRige Dichtezunahme
ohne signifikante Gruppenunterschiede. In der 4. Woche war die Mineralisierungs-
dichte in der Kombinations-Gruppe tendenziell hoher (p=0,053) als in der Fraktur-
Gruppe (Abbildung 3.2).

Tabelle 5: Ergebnisse der Kallusdichtemessung
Angegeben sind die GruppengrofRen, der Median mit dem 25. und 75. Perzentil (Kallusdichte in mg
HA/cm3) und die p-Werte (Mann-Whitney-U-Test). HA=Hydroxylapatit.

Kallusdichte in [mg HA/cm®]

Zeitpunkt post OP  Versuchsgruppe N Median (25.—75. Perzentil) p-Wert

Woche 1 Fraktur 30 634,95 (616,23-644,16) 1,000
kombiniertes Trauma 29 634,72 (615,72—644,66)

Woche 2 Fraktur 30 642,68 (631,31-657,15) 0903
kombiniertes Trauma 29 640,80 (631,61-662,49) ’

Woche 3 Fraktur 28 692,74 (675,53-709,59) 0.444
kombiniertes Trauma 29 698,41 (682,61-728,68) ’

Woche 4 Fraktur 10 777,71 (729,01-807,23) 0.053
kombiniertes Trauma 9 803,91 (793,08-812,49) ’
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3.1.3 Qualitative MikroCT-Untersuchung

Vergleicht man beide Gruppen, so zeigten sich an beiden Untersuchungszeitpunkten
deutlich mehr tUberbriickte Femora in der Kombinations-Gruppe. Nach 3 Wochen war
bei 79% der Tiere in der Kombinations-Gruppe und bei 60% der Tiere in der Fraktur-
Gruppe die Osteotomie vollstandig mit Kallus Gberbrickt. In der 4. Woche waren es
89% in der Kombinations-Gruppe und 60% in der Fraktur-Gruppe (Abbildung 3.3,
Tabelle 6). Dieser Unterschied erreichte allerdings keine statistische Signifikanz
(p>0,05).

Tabelle 6: Ergebnisse der qualitativen MikroCT-Auswertung 3 und 4 Wochen nach Operation

Fraktur- Kombinations-

Zeitpunkt post OP  MikroCT Kallus-Uberbriickungs-Score Gruppe Gruppe
Woche 3 A = komplette Uberbriickung 18 23

B = inkomplette Uberbriickung 3 0

C = keine Uberbriickung 6 3

D = verzdgerte Heilung 3 3

Gesamt 30 29
Woche 4 A = komplette Uberbriickung 6 8

B = inkomplette Uberbriickung 0 0

C = keine Uberbriickung 0 0

D = verzdgerte Heilung 4 1

Gesamt 10 9

Nach 4 Wochen wurden in beiden Gruppen keine Femora mehr der Kategorie B oder
C zugeordnet. Bei allen Tieren, die in Woche 3 im CT eine inkomplette Uberbriickung
zeigten (Score B), war in Woche 4 eine vollstandige Uberbriickung (Score A)
erkennbar. Alle Tiere, bei denen in Woche 3 keine Uberbriickung aber Kallus im
Frakturspalt vorhanden war (Score C), zeigten in Woche 4 einen deutlichen

Ruckgang des Kallus sowie eine Abrundung der Kortizes (Score D).
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Qualitativer Kallus-Bewertungs-Score Bewertungs-Score

M A = komplette Uberbriickung
M B = inkomplette Uberbriickung

[J C =keine Uberbriickung

B D = verzégerte Heilung

, “ o
', “ o

Fraktur-Gruppe

Kombinations-Gruppe

Abbildung 3.3: Vergleich der qualitativen MikroCT-Auswertung von Fraktur- und Kombinations-
Gruppe nach 3 und 4 Wochen

In weiRer Schrift sind die Fallzahlen angegeben.
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3.2 Biomechanische Torsionstestung

3.2.1 Torsionsfestigkeit

Betrachtet man die Ergebnisse der biomechanischen Torsionstestung, waren 4
Wochen nach der Operation die Femora der Kombinations-Gruppe signifikant fester
als die Femora der Fraktur-Gruppe (p=0,029) (Abbildung 3.4). Nach 3 Wochen war
kein Unterschied zwischen den Gruppen nachweisbar.

Versuchsgruppe

30 [l kombiniertes Trauma
M Fraktur

N
?

Drehmoment in Nmm

10

Woclhe 3 Woclhe 4
*p=0,029, Mann-Whitney-U-Test

Abbildung 3.4 Biomechanische Testung des maximalen Drehmoments (in Nmm) 3 und 4
Wochen nach Operation
Vergleich von Kombinations-Gruppe (hellblau) und Fraktur-Gruppe (dunkelblau). (*=p<0,05).
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Vergleicht man die SHT-Gruppe mit der Kontroll-Gruppe, so waren die
Torsionsfestigkeiten in der SHT-Gruppe 3 Wochen postoperativ signifikant niedriger
(p=0,021) (Abbildung 3.5). Nach 4 Wochen gab es keinen signifikanten Unterschied

zwischen den beiden Gruppen (Tabelle 7).

5 Versuchsgruppe

307 [l Kontrolle
[[]Schéadel-Hirn-Trauma

N
?

Drehmoment in Nmm

104

Woche 3 Woche 4
*p=0,021, Mann-Whitney-U-Test

Abbildung 3.5 Biomechanische Testung des maximalen Drehmoments (in Nmm) 3 und 4
Wochen nach Operation
Vergleich von Kontroll-Gruppe (griin) und SHT-Gruppe (gelb). (*=p<0,05).
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Tabelle 7: Ergebnisse der Torsionsfestigkeiten (maximales Drehmoment)
Angegeben sind die GruppengréfRen (N), der Median mit dem 25. und 75. Perzentil (in Nmm) und die
p-Werte (Mann-Whitney-U-Test). In fett gedruckt dargestellt: p<0,05.

Zeitpunkt post OP  Versuchsgruppe

Torsionsfestigkeit in [Nmm]

Median (25.—75. Perzentil)

p-Wert

Woche 3

Woche 4

Kontrolle
Schadel-Hirn-Trauma
kombiniertes Trauma
Fraktur

Kontrolle
Schadel-Hirn-Trauma
kombiniertes Trauma
Fraktur

A DDA DM OOOOOOON|Z

27,30 (25,90—28,40)
22,50 (21,32-25,80)
10,30 (03,80-11,95)
05,90 (01,70-10,05)
22,15 (16,80-24,87)
23,30 (19,45-26,18)
17,55 (14,30-23,35)
02,90 (00,00-10,15)

0,021

0,161

0,486

0,029
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3.2.2 Torsionssteifigkeit

Die Kombinations-Gruppe war 3 und 4 Wochen postoperativ tendenziell steifer als
die Fraktur-Gruppe (Woche 3 p=0,083, Woche 4 p=0,057) (Abbildung 3.6).

Versuchsgruppe

[l kombiniertes Trauma
# M Fraktur

b

#1

Steifigkeit in Nmm/°
]
1

T T
Woche 3 Woche 4

*10=0,083p=0,057, Mann-Whitney-U-Test

Abbildung 3.6 Biomechanische Testung der Torsionssteifigkeit (in Nmm/°) 3 und 4 Wochen
nach Operation

Vergleich von Kombinations-Gruppe (hellblau) und Fraktur-Gruppe (dunkelblau).

48



Ergebnisse

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
(Abbildung 3.7).

Versuchsgruppe

_ [EKontrolle
[[JSchadel-Hirmn-Trauma

b

Steifigkeit in Nmm/°

T T
Woche 3 Woche 4
*p=0,040, Mann-Whitney-U-Test

Abbildung 3.7 Biomechanische Testung der Torsionssteifigkeit (in Nmm/°) 3 und 4 Wochen
nach Operation

Vergleich von Kontroll-Gruppe (griin) und SHT-Gruppe (gelb). (*=p<0,05).
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Tabelle 8: Ergebnisse der Torsionssteifigkeiten
Angegeben sind die Gruppengrolien (N), der Median mit dem 25. und 75. Perzentil (in Nmm/°) und die
p-Werte (Mann-Whitney-U-Test). In fett gedruckt dargestellt: p<0,05.

Torsionssteifigkeit in [Nmm/°]

Zeitpunkt post OP  Versuchsgruppe N Median (25.—75. Perzentil) p-Wert

Woche 3 Kontrolle 7 3.18 (2.31-4.01) 0,040
Schéadel-Hirn-Trauma 8 1.96 (1.67-2.88)
kombiniertes Trauma 8 1.54 (0.43-2.24) 0083
Fraktur 8 0.15 (0.07-1.08) ’

Woche 4 Kontrolle 4 3.56 (3.24-4.67) 0343
Schadel-Hirn-Trauma 4 2.88 (2.28-3.72) ’
kombiniertes Trauma 4 3.24 (1.90-4.23) 0.057
Fraktur 4 0.10 (0.00-1.94) ’
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4. Diskussion

Ergebnisdiskussion

Nach Durchsicht der publizierten englischsprachigen Literatur ist die vorliegende
Arbeit die erste Studie, die den Einfluss des SHT auf die Knochenheilung zu
verschiedenen Zeitpunkten sowohl radiologisch als auch biomechanisch untersucht
(Tabelle 9).
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Tabelle 9: Ubersicht der verdffentlichten experimentellen Studien zum Thema SHT und
Frakturheilung mit radiologischer und/oder biomechanischer Auswertung

Studie Wei et al.?’ Ozan et al.> Boes et al.?® Maegele et al.*® In-Lee et al.*® Song et al.®*

Jahr der

Publikation 2008 2010 2006 2005 2005 2011

Thema der Einfluss von Leptin  Einfluss von SHT Einfluss von SHT Interaktion zentraler Einfluss von SHT  Einfluss von SHT

Studie auf den Knochen-  auf die auf die und peripherer auf den Knochen-  auf den Knochen-
stoffwechsel Frakturheilung Frakturheilung Verletzungen stoffwechsel stoffwechsel

Versuchstiere ~ Sprague-Dawley Wistar-Albino Sprague-Dawley Sprague-Dawley Sprague-Dawley Sprague-Dawley
Ratten Ratten Ratten Ratten Ratten Ratten

Untersuchte Femur Femur Femur Tibia Femur; Tibia; Femur

Knochen LWK 4 u.5

Schéadelhirn- Schlagbolzen nach 450 g Gewicht aus 500 g Gewicht aus  schnelle Bolus- schnelle Bolus- 250 g Gewicht aus

traumamodell  Kraniektomie 1 m Hoéhe 1,5 m Hohe Injektion von Injektion von 1 m Hoéhe
(Anprallgeschwindig- Kochsalzlésung Kochsalzlésung
keit 4 m/s, Kontakt- nach Kraniektomie nach Kraniektomie
dauer 100 ms)

Frakturmodell Femur Osteotomie Femur Osteotomie  Femur Osteotomie  Tibiafraktur ohne nicht untersucht Femur Osteotomie
mit intramedullarer  mit intramedullarer  mit intramedullarer  Fixierung mit intramedullarer
Fixierung 1,5 mm Fixierung 1,14 mm  Fixierung Fixierung 1,2 mm
Draht Draht Draht

Biomecha- nicht untersucht Vierpunktbiegetest  Torsionstest nicht untersucht Dreipunktbiegetest nicht untersucht

nische Testung

Erfassung des
Kallus-
volumens

Fallzahl

Gruppen-
aufteilung

Untersuchungs-
zeitpunkte

Gruppengrofi3e
pro
Untersuchungs-
zeitpunkt
(KallusgroRe)

Gruppengrofle
pro
Untersuchungs-
zeitpunkt
(Biomechanik)

anterior-posterior
Rontgenaufnahme

n=64

Fraktur+SHT (n=16)
Fraktur (n=16)

SHT (n=16)

nicht operiert (n=16)

2.,4.,8.und 12.
Woche postop.

Fraktur+SHT (n=4)
Fraktur (n=4)

nicht untersucht

nicht untersucht

n=22

Fraktur (n=10)
Fraktur+SHT (n=12)

28. Tag postop.

nicht untersucht

Fraktur (n=10)
Fraktur+SHT (n=10)

digitale
Messschieber

n=43

Frakur (n=20)

Fraktur+SHT (n=23)

21. Tag postop.

Fraktur (n=15)

Fraktur+SHT (n=17)

Fraktur (n=15)
Fraktur+SHT (n=17)

histo-
morphometrisch

n=100

Fraktur+SHT (n=30)
Fraktur (n=30)

SHT (n=30)

nicht operiert (n=10)

15. Tag postop.
Fraktur+SHT (n=5)
Fraktur (n=5)

SHT (n=5)
nicht operiert (n=5)

nicht untersucht

und
Kompressionstest

nicht untersucht

n=40

ScheinOP (n=20)
SHT (n=20)

1.,7.und 21.Tag
posotp.

nicht untersucht

Schein-OP (n=15)
SHT (n=15)

MikroCT

n=36

Fraktur+SHT (n=12)
Fraktur (n=12)

SHT (n=6)

nicht operiert (n=6)

4. und 8. Woche
postop.

Fraktur+SHT (n=5)

Fraktur (n=5)
nicht operiert (n=6)

nicht untersucht
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Kallusvolumen und -dichte

Die MikroCT-Untersuchungen zeigten in Woche 2, 3 und 4 ein signifikant grél3eres
Kallusvolumen in der Kombinations-Gruppe. Diese Ergebnisse stimmen mit
vorherigen Studien Uberein. Auch Wei et al.?’ konnten in ihrer Studie mit Ratten
signifikant hohere Kallusvolumina bei den Tieren mit assoziiertem SHT nachweisen.
Die Autoren untersuchten 2, 4, 8 und 12 Wochen postoperativ den Frakturkallus mit
konventionellen Rontgenbildern. Das Kallusvolumen wurde hierbei mit der Perkins-
Formel berechnet [Perkins-Volumen-Formel: 21-R1:(R2-R1)-L, wobei R1=Radius
Femur; R2=Radius Kallus; L=La&nge Kallus] (Tabelle 9). Zwei Wochen nach der
Operation war laut den Autoren ein erster Anhalt fur Kallusbildung in der
Versuchsgruppe zu erkennen, wahrend bei den Tieren ohne SHT fast keine
Kallusbildung nachzuweisen war (p>0,05). Wahrend der folgenden Wochen ist die
Kallusbildung in der Versuchsgruppe weiter fortgeschritten, sodass die Autoren auch
nach 4 und nach 8 Wochen von signifikant grof3eren Kallusvolumina bei den Tieren
mit SHT berichten (p<0.01). Zwolf Wochen nach Operation war laut den Autoren in

beiden Gruppen kein Frakturspalt mehr erkennbar.

Wenn das Kallusvolumen wie bei Wei et al. mit Hilfe einer konventionellen
Rontgenaufnahme bestimmt wird, sind die Daten kritisch zu bewerten. Denn durch
diese Methode ist nur eine grobe Annaherung an die tatsachliche KallusgroRRe
moglich®. Wei et al. haben zudem das Kallusvolumen nicht bei denselben
Versuchstieren erfasst, sondern zu jedem Untersuchungszeitpunkt eine andere
Kohorte untersucht. Durch diese Aufteilung der Versuchstiere wurde einerseits ein
gleicher Knochenheilungsverlauf in den einzelnen Kohorten vorausgesetzt,
andererseits entstanden relativ kleine Gruppengréf3en mit nur vier Tieren pro
Gruppe. Im Vergleich dazu wurden in der vorliegenden Studie die Verdnderungen bei
denselben Tieren untersucht, mit Gruppengréf3en von 28-30 Tieren in den ersten

drei und 9 bzw. 10 Tieren in der vierten Woche.

Auch Maegele et al. fanden bei ihrer Untersuchung an einem Rattenmodell mit
kombiniertem Trauma ein signifikant gréReres Kallusvolumen bei den Tieren mit
assoziiertem SHT*. Sie kombinierten das fluid percussion model (SHT-Modell

Kapitel 4) mit einem Tibiafrakturmodell nach Bourque et al.*’. Sie untersuchten 15
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Tage nach dem Eingriff die Kallusgrof3e histomorphometrisch. Die Tibiafraktur wurde
bei diesem Modell weder intern noch extern stabilisiert, womit eine Standardisierung
der biomechanischen Einflussfaktoren unmdéglich war. Wie in Kapitel 6
(Frakturmodell) erlautert, ist allgemein bekannt, dass biomechanische Faktoren
einen dramatischen Einfluss auf die Knochenheilungsprozesse haben und damit das
Resultat der Knochenheilung maRgeblich beeinflussen®. Zudem stellt aus unserer
Sicht eine fehlende Stabilisierung der Fraktur fir die Versuchstiere eine unnétige
zusatzliche Belastung dar. Eine Standardisierung und Kontrolle der biomechanischen
Bedingungen im Frakturbereich ist unserer Meinung nach deshalb dringend
erforderlich. Auch die relativ kleinen Fallzahlen der Kallusuntersuchung (5 Tiere pro

Gruppe) sind bei der Studie von Maegele et al. zu berlcksichtigen.

Zu einem anderen Ergebnis kamen Boes und Mitarbeiter®. In Ihrer Studie
untersuchten auch sie den Zusammenhang von SHT und Knochenheilung am
Rattenmodell. Die Tiere wurden dabei nach drei Wochen getdtet und der
Kallusdurchmesser mit digitalen Messschiebern in anteroposteriorer und
mediolateraler Richtung gemessen. Die Kallusgrof3e wurde als Durchschnitt dieser
beiden Werte definiert. Ahnlich wie bei Wei et al. wurde auch hier die KallusgroRe in
ihrem vollen Umfang nur annaherungsweise beschrieben. Die Ergebnisse ihrer
Kallusuntersuchung zeigten einen signifikant kleineren Kallusdurchmesser in der
Gruppe mit kombiniertem Trauma. Die Autoren erklaren sich diese Werte durch eine
stark beschleunigte Frakturheilung in der Gruppe mit assoziiertem SHT. In der dritten
Woche sei bei diesen Tieren schon die Phase des remodelings erreicht worden,
weshalb der Kallus schon wieder vermehrt abgebaut worden wére. Da im
Versuchsaufbau der Kallusdurchmesser nur zu einem Untersuchungszeitpunkt
erfasst wurde, lassen die Ergebnisse allerdings keine Schlussfolgerung tber den

zeitlichen Verlauf der Frakturheilung zu.

Song et al. kamen bei ihren Versuchen zu &hnlichen Schlussfolgerungen wie Boes et
al®®. In einem Rattenmodell mit kombiniertem Trauma untersuchten sie die Dichte
und den Mineralgehalt des neu gebildeten Kallus mittels MicroCT. In der vierten
Woche nach Trauma waren die Kallusdichte und der Kallusmineralgehalt bei den
Tieren mit assoziiertem SHT signifikant groBer als in der Gruppe mit einfacher

Femurfraktur. In der achten Woche hingegen waren die Werte bezuglich Kallusdichte
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und Kallusmineralgehalt in der Gruppe mit assoziiertem SHT signifikant kleiner. Song
et al. propagieren deshalb ebenfalls die Theorie einer beschleunigten Frakturheilung

durch assoziiertes SHT. Die Kallusvolumina wurden in dieser Studie nicht untersucht.

In der vorliegenden Studie ist der Verlauf der Kallusvolumina beider Gruppen durch
physiologische Umbauvorgénge erklarbar. Bis zur dritten Woche nahm das
Kallusvolumen durch die Produktion von Geflechtknochen kontinuierlich zu. In der
dritten Woche war die Knochenheilung bei der Maus in der Remodeling-Phase
angelangt®. In dieser Phase wurde der vorlaufige Geflechtknochen durch
Lamellenknochen ersetzt und tiberschieBender knécherner Kallus abgebaut®®. Durch
dieses remodeling erhielt der Knochen seine urspringliche Form zuriick (Kapitel
1.1)**. Die Zunahme der Kallusvolumina bis zur dritten Woche konnte also die
Produktion von Geflechtknochen widerspiegeln. Die darauf folgende Abnahme bis
zur vierten Woche konnte Ausdruck des Abbaus von Uberflissigem Kallusgewebe

sein.

Die Knochendichte nahm in beiden Gruppen uber vier Wochen kontinuierlich zu
(Abbildung 3.2). Auch dies stimmt mit den bekannten physiologischen
Reparaturprozessen iberein’®. Die zunehmende Mineralisierung des weichen Kallus
und der anschlieBende Umbau von weniger dichtem Geflechtknochen hin zu dichtem
Lamellenknochen kénnte eine Erklarung fir die starkere Dichtezunahme in der
vierten Woche sein'®*. Hiltunen et al. z. B. berichten von einer 8-fachen Zunahme
der Kallusdichte zwischen Woche 3 und Woche 4. Sie untersuchten die
Knochenheilung bei dem gleichen wie in dieser Studie verwendeten Mausstamm.
Dabei wurde die Tibia mit einem intramedullaren Pin versorgt und anschlie3end
geschlossen frakturiert. Durch histologische und chemische Untersuchungen des
Kallus konnten sie fur die starke Zunahme der Dichte die beginnende Mineralisierung
des Kallus verantwortlich machen'®. Die Veranderungen von Kallusvolumen und

-dichte traten in beiden Gruppen zeitlich parallel auf.
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Qualitative MikroCT Auswertung

In der Kombinations-Gruppe waren zu beiden Untersuchungszeitpunkten deutlich
mehr Osteotomien vollstandig tberbrickt (79 % zu 60 % in Woche 3 und 89 % zu
60 % in Woche 4). Hiermit wird deutlich, dass in der Kombinations-Gruppe nicht
einfach nur mehr Kallus im Osteotomiespalt vorhanden war, sondern dass es hier
auch zum komplexen Vorgang einer zielgerichteten Durchbauung der Osteotomie
gekommen ist. Diese Durchbauung war, wenn auch nicht signifikant, tendenziell
effektiver und schneller in der Kombinations-Gruppe. In der dritten postoperativen
Woche waren bei 3 Mausen in der Fraktur-Gruppe die Osteotomien erst teilweise
durchbaut. In der Kombinations-Gruppe befand sich drei Wochen postoperativ kein
Tier mehr in diesem Ubergangsstadium. Obwohl die Veranderungen von
Kallusvolumen und -dichte in beiden Gruppen zeitgleich auftraten, kénnte die
effizientere Durchbauung der Osteotomie auf eine schnellere Knochenheilung in der

Kombinations-Gruppe hinweisen.

In beiden Gruppen gab es Tiere, bei denen vier Wochen postoperativ der
Osteotomiespalt nicht Uberbrickt war (Fraktur-Gruppe: 4 von 10 Tieren,
Kombinations-Gruppe: 1 von 9 Tieren) (Tabelle 6). Fur diese fehlende Durchbauung

gibt es eine Reihe von mdglichen Ursachen.

Eine gut belegte Ursache ist z. B. ein mangelnder Fragmentkontakt®. Uber die
Interposition von Weichteilen oder allein durch eine zu grof3e Entfernung der
Knochenenden kann die Uberbriickung durch Kallus erschwert oder ganzlich
verhindert werden”. In dieser Studie ist der Osteotomiespalt mit 0,7 mm relativ groR
gewahlt worden. In vergleichbaren Studien wurde in der Regel ein Osteotomiespalt
von maximal 0,4 mm verwendet*°. Der groRe Osteotomiespalt hat auf der einen
Seite den Vorteil, dass er zu einer langeren Heilungsdauer fihrt, sodass auch
kurzfristige Unterschiede zwischen den Gruppen erfasst werden kdnnen. Auf der
anderen Seite steigt mit der GrolRe des Frakturspalts auch das Risiko einer

unvollstandigen Uberbriickung®.

Zwingenberger et al. untersuchten mit dem gleichen Fixateur-System die optimale
Osteotomiespaltbreite fur ein Pseudarthrosemodell an der Maus. Sie kamen dabei zu

vergleichbaren Ergebnissen®. Zur Beurteilung der Knochenheilung wurden 12
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Wochen postoperativ MikroCT-Untersuchungen durchgefiihrt. Bei einer &hnlichen
Osteotomiespaltbreite  von 1 mm zeigten 3 von 8 Mausen eine fehlende
Durchbauung der Osteotomie. Bei einer Osteotomiespaltbreite von 2 mm war bei 5
von 8 und bei einer Breite von 3 mm bei 8 von 8 Mausen der Osteotomiespalt nicht
durchbaut™.

Torsionsfestigkeit und -steifigkeit

Fraktur- und Kombinations-Gruppe

Beziglich der Steifigkeit konnten wir im Vergleich zur Fraktur-Gruppe tendenziell
hohere Werte in der Kombinations-Gruppe nach 3 und nach 4 Wochen nachweisen.
Die Torsionsfestigkeiten zeigten nach 3 Wochen keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Eine Woche spéter jedoch waren die Femora der Kombinations-
Gruppe signifikant fester als die Femora der Fraktur-Gruppe. Dabei erreichten
einzelne Femora der Kombinations-Gruppe sogar ahnliche Steifig- und Festigkeiten
wie die gesunden Femora der Kontroll-Gruppe (Tabelle 7 und Tabelle 8). Bei zwei
Mausen aus der Kombinations-Gruppe brach das Femur wéahrend der Testung nicht
in Hohe der urspringlichen Fraktur, sondern an einer anderen Stelle der
Femurdiaphyse. Dies zeigt, dass bei diesen Tieren 4 Wochen postoperativ die
Knochenheilung bereits bis zur Wiederherstellung der urspringlichen mechanischen
Integritat fortgeschritten war. In der Fraktur-Gruppe brachen alle Knochen im Bereich

der urspringlichen Fraktur.

Im Hinblick auf die Steifigkeit kamen Boes et al. zu teils dhnlichen Ergebnissen®.
Drei Wochen nach dem Eingriff ergaben ihre Untersuchungen signifikant héhere
Torsionssteifigkeiten bei den Tieren mit kombiniertem SHT. Bezuglich der
Torsionsfestigkeit konnten die Autoren aber keine Unterschiede feststellen. In
Zusammenschau mit ihren radiologischen Ergebnissen schlussfolgerten die Autoren,
dass der synergistische Effekt von SHT und Fraktur eher zu einer beschleunigten
Knochenheilung mit besseren lastverteilenden Eigenschaften (Steifigkeit) als zu einer
Heilung mit besseren lasttragenden Eigenschaften (Festigkeit) fiihrt?®. Obwohl
unsere Ergebnisse in Woche 3 ein ahnliches Bild zeigen, spricht der Verlauf von
Steifigkeit und Festigkeit zwischen Woche 3 und Woche 4 gegen diese Theorie.

Unsere Ergebnisse aus Woche 4 lassen neben der Steifigkeit nun auch einen
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signifikanten Unterschied bezuglich der Festigkeit erkennen. Die Festigkeit entwickelt
sich wahrend der Frakturheilung generell etwas spater als die Steifigkeit. Dies zeigen
auch andere Studien an Kaninchen, Hund, Ratte und Maus'®®®3 So lasst sich
vermuten, dass die Ergebnisse von Boes et al. 21 Tage nach dem Eingriff ein relativ
frihes Stadium der Knochenheilung widerspiegeln, in dem sich ein Unterschied
bezlglich der Festigkeit noch nicht ausgebildet hat.

Unsere biomechanischen Ergebnisse aus Woche 4 korrelieren mit den Ergebnissen
von Ozan et al.>. Bei ihrer Studie an Ratten untersuchten sie den Einfluss des SHT
auf die Frakturheilung mittels Vierpunktbiegetests (Tabelle 9). Bei der Kontrollgruppe
wurde das Femur frakturiert und anschlieend intramedullar stabilisiert. Bei der
Versuchsgruppe erfolgte zusatzlich ein geschlossenes stumpfes SHT nach einem
Modell von Marmarou et al.>>(Tabelle 9). Vier Wochen nach Operation hatten die
Femora der Versuchsgruppe im Vergleich mit den Kontrollen eine signifikant hohere
Biegefestigkeit und eine signifikant hohere Biegesteifigkeit™*. Auch wir konnten nach
einer Versuchsdauer von vier Wochen eine signifikant héhere Festigkeit (p=0,029)
und eine fast signifikant hohere Steifigkeit (p=0,057) bei den Mausen mit
kombiniertem Trauma feststellen. Ahnlich wie in der Studie von Boes et al. liefern
auch Ozan und Kollegen nur Ergebnisse von einem Untersuchungszeitpunkt,
weshalb auch hier keine Rickschlisse auf den Heilungsverlauf gezogen werden

koénnen.

Die Versuche der vorliegenden Arbeit zeigen ahnliche Ergebnisse wie die
angefiihrten bisherigen biomechanischen Studien®2"***®_ So konnten wir signifikant
hohere Festigkeiten und tendenziell hohere Steifigkeiten bei den Tieren mit
kombiniertem Trauma nachweisen. Dabei sind allerdings die hohe Rate an nicht
Uberbrickten Osteotomien in der Fraktur-Gruppe und die relativ Kkleinen

GruppengrofRen von nur 4 Tieren in der vierten Woche zu beachten.
SHT- und Kontroll-Gruppe

Eine interessante Beobachtung war, dass die Tiere der Kontroll-Gruppe in Woche 3
signifikant fester und signifikant steifer als die Tiere der SHT-Gruppe waren. Eine

Woche spater war dieser Unterschied nicht mehr feststellbar.
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Diese Ergebnisse kdonnte man einerseits durch den operativen Eingriff erklaren. Bei
der SHT-Gruppe ist es im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe evtl. direkt postoperativ
zu einer vermehrten Immobilisation gekommen. Das SHT und die Narkosebelastung
konnten dazu gefuhrt haben, dass die Tiere in den ersten Tagen die hintere
Extremitat weniger belastet haben. Die Kkurzfristig geringere biomechanische
Festigkeit und Steifigkeit in Woche 3 kénnte somit ein Ausdruck dieser Immobilisation

sein.

Auf der anderen Seite konnte es aber auch durch das SHT zu einer direkten
Beeinflussung des Knochenmetabolismus und damit der biomechanischen

Eigenschaften gekommen sein.

In Lee et al. konnten z.B. bei ihrer experimentellen Studie von &hnlichen
Beobachtungen berichten®. Sie untersuchten an Ratten den Zusammenhang von
SHT und Knochenmetabolismus ohne eine zusatzliche Fraktur. Dafur wurde bei allen
Tieren eine Kraniektomie links parietal zwischen Lambdanaht und Bregmanaht
gesetzt. In der Versuchsgruppe wurde im Anschluss durch eine rapid bolus-Injektion
von Kochsalzwasser durch die ertffnete Schadeldecke ein SHT ausgeldst (siehe
Methodendiskussion, Fluid Percussion-Modell)>®. Einen Tag vor Operation sowie eine
und drei Wochen postoperativ wurde die Knochendichte von Femur und dem 4. und
5. Lendenwirbelkérper (LWK) gemessen (Tabelle 9). Drei Wochen postoperativ
wurden die Tiere euthanasiert. Die Tibia wurde daraufhin mit einem
Dreipunktbiegetest, der Femurhals mit einem Kompressionstest biomechanisch
untersucht. Gemessen wurde jeweils nur die Biege- bzw. Kompressionsfestigkeit. Die
Knochendichte der Lendenwirbelkérper und die der beiden distalen Femora, sowie
die Festigkeit des rechten Femurhalses waren bei den Tieren mit SHT signifikant
niedriger. Die Veranderung der Knochendichte in den Lendenwirbelkdrpern wurde
dabei bereits nach der ersten Woche festgestellt. Die Autoren erklaren sich diese
Ergebnisse durch evtl. aufgetretene motorische Defizite, die durch das SHT
verursacht worden seien, was in der Folge zu einer vermehrten Immobilisation bei
den Tieren mit SHT gefiihrt habe®®. Ein konkreter Anhalt fiir diese Theorie wird von
den Autoren jedoch nicht genannt. Unterschiede in den einzelnen Gruppen bzgl.
Motorik oder Verhalten konnten in der vorliegenden Studie zu keinem Zeitpunkt

beobachtet werden.
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Eine weitere mogliche Ursache fur die Abnahme der biomechanischen Eigenschaften
und der Knochendichte kdnnte aber auch in diesem Fall in einem direkten Einfluss
des SHT auf den Knochen liegen. Anders als bei der vorliegenden Arbeit wurden die
Kontrolltiere in der Studie von In Lee et al. einer Scheinoperation unterzogen.
Folglich beruhen die von In Lee und Mitarbeitern festgestellten Veranderungen in
Festigkeit und Knochendichte nicht auf der Operationsbelastung, sondern sind
alleinige Auswirkungen des SHT. Ob dieser Einfluss Uber eine verminderte Belastung
ausgeubt wurde oder ob auch hier vielleicht eine direktere Beziehung zwischen

Gehirn und Knochen die Ursache ist, lasst sich in beiden Fallen nicht klaren.

Eine genauere Untersuchung der postoperativen Belastung ware eventuell eine
Moglichkeit gewesen, eine kurzfristige postoperative Immobilisation als Ursache
auszuschlieen oder zu bestatigen. Auch héatten zusétzliche radiologische
Untersuchungen der SHT- und Kontroll-Gruppe eventuell weitere Erkenntnisse liefern

kénnen. Dies ware sicherlich ein spannender Ansatz fur zukinftige Studien.

Kombiniert man die Theorie eines direkten (negativen) Einflusses des SHT auf den
gesunden Knochen mit den Ergebnissen der Fraktur- und Kombinations-Gruppe, so
lieBe sich folgern, dass nicht das SHT an sich zu besseren biomechanischen
Eigenschaften des Knochens fihrt (ganz im Gegenteil), sondern dass es erst durch
die Verletzung des Knochens zu einer Art Aktion-Reaktion mit gesteigertem

Knochenmetabolismus kommt.
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Methodendiskussion

Tiermodell
Im Folgenden wird die Wahl von weiblichen C75/Black6-Mausen begrindet:

Fur die Erforschung der Knochenheilung steht heutzutage eine grofRe Auswahl an
Tiermodellen zur Verfiigung®. In den letzten Jahren wurden vermehrt groRere Tiere
wie z.B. das Kaninchen oder das Schaf favorisiert. Grund dafur sind die zum
Menschen sehr &hnlichen Knochenheilungsprozesse®. Des Weiteren lassen sich fiir
die Stabilisierung von Frakturen oft die gleichen Implantate und Operationsmethoden

wie beim Menschen verwenden®.

Vorteile von Versuchen mit Kleintieren wie der Ratte und der Maus sind eine hohe
Resistenz gegenlber Infektionen, eine gunstigere Haltung und Beschaffung sowie
ein 6konomischer Einsatz von Pharmaka und teuren Reagenzien aufgrund des

4045 Insbesondere bei der Maus stellen die kleinen

kleinen Korpergewichts
Dimensionen aber auch eine groRe Herausforderung bei der Entwicklung von
Implantaten und Operationsmethoden dar. Durch die vollstandige Entzifferung des
Mausegenoms und die Verfugbarkeit von genverdnderten Mausen und
mausspezifischen Antikérpern wurde erstmals die Madoglichkeit geschaffen,
Mechanismen der Frakturheilung auf molekularer Ebene zu erforschen (knockout
Stamme). Dies ist bislang mit keinem anderen Tiermodell méglich®’. Die Kenntnis
vieler physiologischer und verhaltensorientierter Normwerte ist ein weiteres

Argument fir die Wahl der Maus als Versuchstier.

Bei Nagern gibt es bzgl. der Knochenheilung Unterschiede zwischen den
Geschlechtern. Metha et al. beschreiben z. B. eine schnellere Knochenheilung bei
ihren mannlichen Ratten®® und Strube et al. konnten bei ihren weiblichen Tieren im
Heilungsverlauf ein reduziertes maximales Drehmoment feststellen®. Die langere
Frakturheilungsdauer beim weiblichen Geschlecht hat den Vorteil, einzelne
Frakturphasen genauer untersuchen zu kénnen. Weibliche Mause kénnen zudem in
Gruppen von 6 bis 12 Tieren pro Kéafig gehalten werden, wahrend ihre mannlichen
Artgenossen angesichts einer groReren Aggressivitdt oft in  Einzelkafigen

untergebracht werden miissen®.
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Das Alter der Tiere hat ebenfalls einen wichtigen Einfluss auf die Knochenheilung. In
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass die Heilungsfahigkeit mit dem Alter
deutlich abnimmt>®°%®!, Um die Frakturheilung mit der von erwachsenen Menschen
vergleichen zu koénnen, sollten moglichst Tiere mit abgeschlossenem
Knochenwachstum verwendet werden’. Das Knochenwachstum bei der Maus ist mit
ca. 8 Wochen abgeschlossen®®. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit Tiere

verwendet, die zum Studienbeginn zwischen 13 und 15 Wochen alt waren.

Fur die Operation an Nagern stehen grundsatzlich zwei Narkosemethoden zur
Verfugung. Die inhalative Narkose mit volatilen Narkotika und die injizierbare
(intraperitoneale) Narkose. Bei dieser Studie erfolgten die Operationen unter
inhalativer Narkose mit Isofluran. Diese Narkoseform erfordert eine standige
Uberprifung der Narkosetiefe anhand von Herzfrequenz, Atemfrequenz und
Reflexstatus. Dies ist noétig, um die Dosierung ggf. anzupassen und um ein
Verrutschen der Maske aufgrund einer versehentlichen Lageanderung des Tieres
schnell korrigieren zu kénnen. Die notwendige Applikation der Anasthetika Gber eine
Inhalationsmaske kann zudem das operative Handling erschweren®. Weitere
Nachteile der Inhalationsnarkose sind die hohen Kosten und der héhere technische
Aufwand. Die Vorteile dieser Narkoseform liegen in der kurzen Halbwertszeit der
Anasthetika und der damit verbundenen guten Kontrolle und Steuerung der
Anasthesie®. Fir die Tiere bedeutet dies eine geringere Belastung und eine
schnellere Erholung postoperativ.

Die verwendeten Schmerzmedikamente kdnnen einen Einfluss auf die Frakturheilung
haben. Insbesondere die nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID) beeinflussen durch
die Hemmung der Cyclooxigenase die Entziindungskaskade®®. Aus diesem Grund
wurden in dieser Studie als Analgetika nur Tramadol-HCI (Tramal®-Tropfen) und

Buprenorphin (Temgesic®) verwendet.

Praoperativ erhielten die Versuchstiere eine Einzelgabe von 0,02 ml Clindamycin. In
experimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass andere Antibiotika wie
Levofloxacin, Trovafloxacin, Ciprofloxacin, Gentamycin und Tetracyclin die
Knochenheilung verzégern konnen®. Clindamycin ist zudem wirksam gegen
Staphylokokken und beta-hamolysierende Streptokokken, die typisch fur die infrage

kommenden Weichteil- und Knocheninfektionen sind®.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Studie an Mausen mit den Ergebnissen
anderer Studien an Ratten verglichen. Dabei ist im Vorfeld zu erwahnen, dass der
zeitliche Ablauf der Frakturheilung zwischen diesen beiden Spezies zwar sehr
ahnlich ist, allerdings bei der Ratte etwas langer dauert*®*. Die Knochenheilung ist
bei Mausen mit ca. vier Wochen abgeschlossen, wahrend es bei Ratten erst

zwischen der 5. und 6. Woche zum Abschluss der Knochenheilung kommt®>©°,

Frakturmodell

Aufgrund der schon erwahnten kleinen Dimensionen bei der Maus, stellt die
Entwicklung eines Frakturmodells mit standardisierter Stabilisierung eine grol3e
Herausforderung dar. Die meisten Studien verwenden einen intramedullaren Pin zur
Stabilisierung der Osteotomie’®®"®8, Dieses Modell wurde zuerst von Bonnarens und
Einhorn 1984 am Rattenfemur beschrieben®’. Der Vorteil dieser Methode liegt in dem
wenig invasiven und relativ einfach durchzufiihrenden chirurgischen Eingriff, dem
niedrigen Implantatgewicht und den geringen Materialkosten®. Nachteile bei der
Verwendung eines derartigen intramedullaren Krafttragers ist die fehlende Rotations-
und Axialstabilitat der Fraktur®®. Das Resultat kénnen heterogene Formen und
GroRen des Frakturspalts sein, die eine Standardisierung erschweren kénnen’.
Zudem resultiert aus der Lage des Implantats eine Verletzung der Markhéhle und
des Knochenmarks, die fiir eine physiologische Knochenheilung wichtig sind®®"°. Die

hohe Rate an Dislokationen ist ein weiterer Nachteil dieses Modells™*.

Eine Weiterentwicklung des intramedullaren Pins stellt der Verriegelungsmarknagel
dar. Durch eine Abflachung am proximalen und distalen Ende wird eine héhere
Stabilitat erreicht, die jedoch auch bei diesem Implantat keine rigide Stabilisierung
der Fraktur erméglicht’t. Zudem resultiert auch bei diesem Pin eine Verletzung der
Markhohle”.

Neben diesen haufig verwendeten Implantaten wurden noch eine Reihe anderer
Implantate wie die Intramedullare Kompressionsschraube (intramedullary
compression screw), das pin-clip device, die interlocking nails und die
Verriegelungsplatte fir Maus und Ratte entwickelt”. Zusammengefasst besteht bei
diesen Implantaten die Gefahr einer negativen Beeinflussung der Frakturzone®, die

bei den meisten Studien den zu untersuchenden Bereich darstellt.
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Bei der Verwendung eines externen Fixateurs kann dagegen sichergestellt werden,
dass der Bereich der Osteotomie oder der Fraktur unbeeinflusst bleibt*. Der externe
Fixateur erlaubt dabei eine hohe Rotations- und Axialstabilitdt, sodass die
Knochenheilung unter rigiden Voraussetzungen stattfinden kann’®. Es ist allgemein
bekannt, dass die Stabilitat der Frakturenden einen grof3en Einfluss auf die
Knochenheilung hat’®’?. So kann eine minimale interfragmentiare Bewegung die
Knochenheilung fordern, aber eine zu starke Bewegung die Uberbriickung des
Frakturspalts durch Kallus unmdglich machen (siehe Diskussion der qualitativen
MikroCT-Auswertung)*®. Auch die Méglichkeit der nach Bedarf verénderbaren
Frakturstabilitat stellt einen weiteren Vorteil dieser Methode dar™. Als Nachteile sind
die erhohte Invasivitat, das htéhere Gewicht und die héheren Kosten des Implantats
zu nennen. Die Option, die Knochenheilung weder durch das Implantat noch durch
eine vermehrte interfragmentdare Bewegung zu beeinflussen, war der
ausschlaggebende Punkt, sich bei dieser Fragestellung fir den externen Fixateur zu

entscheiden.
Schéadel-Hirn-Trauma-Modell

Fur die Untersuchung des SHT an Nagetieren wurden mehrere Traumamodelle
etabliert. Im Folgenden werden die am hé&ufigsten verwendeten Modelle kurz
diskutiert und die Wahl des CCII-Modells begriindet.

Die komplexe Verletzungssituation des menschlichen SHT macht eine vollstandige
Nachahmung durch ein Tiermodell schwierig'”"*. Zu den wichtigen Teilaspekten des
SHT zahlen die fokale Kontusion, die intrakranielle Blutung, die Perfusionsstérung,
der mechanische Nervenfaserschaden und das posttraumatische Hirnddem®" 3.

Die Anforderungen an ein Tiermodell sind immer abhangig von der Fragestellung. Auf
der einen Seite sollte ein Modell alle Teilaspekte des menschlichen SHT imitieren.
Auf der anderen Seite sind zum besseren Verstandnis des SHT Modelle hilfreich, die
es ermoglichen, einen Teilaspekt getrennt vom anderen zu untersuchen’. Aus

diesem Grund haben sich im Laufe der Zeit verschiede Modelle parallel etabliert.
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Das Modell der kortikalen Kaltenekrose

Bei diesem 1958 von Klatzko et al. entwickelten Modell wird ein Kéaltestempel auf den
freigelegten Kortex gesetzt’™®. Es resultiert eine kortikale Kaltenekrose. Der Vorteil
dieses Modells liegt in der besonders einfachen Handhabung, wodurch eine gute
Reproduzierbarkeit gewahrleistet wird”. Der entscheidende Nachteil liegt bei der
fehlenden mechanischen Einwirkung, weshalb dieses Traumamodell der klinischen

Situation des menschlichen SHT nicht gerecht wird">.
Das Weight Drop-Modell (Marmarou)

Dieses Modell wurde 1994 von Marmarou et al. entwickelt®. Durch eine
Plexiglasschiene wird ein Gewicht auf den intakten Schadel des Versuchstieres fallen
gelassen. Eine auf der Schadeldecke befindliche Stahlplatte verhindert dabei eine
Frakturierung der Schadeldecke. Unter dem Kopf des Tieres ist ein Schaumblock mit
definierter Konsistenz und Elastizitat platziert. Auf diese Weise kann die Starke des
Traumas reguliert werden®®. Durch das Trauma wird eine diffuse Schadigung des
Hirngewebes verursacht. Es resultiert keine fokale Hirnlasion!’. Bei diesem Modell
stehen der diffuse Nervenfaserschaden und die Subarachnoidalblutung im
Vordergrund”. Weil keine vorherige Trepanation der Schadeldecke notwendig ist, ist
dieses Modell eine schnelle und einfache Methode’.

Das Fluid Percussion-Modell

Dieses Modell wurde 1987 von Dixon und Mitarbeitern etabliert’. Bei dieser Methode
entsteht das Trauma durch eine schnelle Bolusinjektion von Flussigkeit auf die zuvor
freigelegte Dura mater. Ein Pendel ist dabei fir die Beschleunigung der
Flussigkeitssaule ursachlich!’. Die entscheidende Kritik dieser Methode liegt bei der
resultierenden Lasion des Hirnstamms. Diese Lasion gilt beim Menschen nicht als
typischer Teilaspekt des SHT*’. Das Modell eignet sich gut, wenn speziell der diffuse

neuronale Zelluntergang untersucht werden soll”>.

Das Controlled Cortical Impact Injury-Modell
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Dieses auch in der vorliegenden Studie verwendete SHT-Modell wurde erstmals von
Andersen und Kollegen als Modell des spinalen Traumas beschrieben’. Eine
modifizierte Version wurde von Lighthall und Kollegen beim Frettchen 1988
vorgestellt’””. Eine adaptierte Version dieses Modells wurde 1991 von Dixon und

40,78,79

Mittarbeitern an der Ratte und spater auch an der Maus etabliert . In Kapitel

2.2.2 wurden der Aufbau und die Funktionsweise bereits ausfuhrlich beschrieben.

Die Vorteile dieses Modells ergeben sich zum einen aus der guten biomechanischen
Kontrolle des Traumas und zum anderen aus der Nachahmung fast aller wichtigen
Teilaspekte des menschlichen SHT*. Die feste Einstellung von Tischposition,
Bolzenschlagwinkel, Schlagbolzengeschwindigkeit, Deformationstiefe und
Kontaktzeit gewahrleistet die Erhebung von standardisierten Daten mit geringer

Streuung’**"3

. Die genaue Einstellung und Prazision der Traumastarke erlaubt
zudem eine akkurate Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Laboratorien®’.
Aufgrund des Versuchsaufbaus ist auch eine permanente Uberwachung der Tiere

moglich®.

Damit die schwerer zu objektivierenden Versuchsablaufe eine Standardisierung nicht
gefahrden, sollte die Lagerung des Kopfes und die Einstellung der Nullposition des
Bolzens innerhalb der Studie stets von derselben Person durchgefiihrt werden”. Mit
der Moglichkeit die einzelnen Parameter nach Bedarf einzustellen, erlaubt dieses
Modell die Untersuchung einer weiten Spanne an moglichen Traumastarken. Die
Methode ist durch ihren Aufbau zwar technisch aufwendig, aber flr einen

eingearbeiteten Untersucher einfach zu bedienen”®.

Mit Ausnahme der diffusen Hirnschadigung werden fast alle Aspekte des
menschlichen SHT mit diesem Modell nachgestellt: Eine fokale Kontusion,
subdurales Hamatom, Subarachnoidalblutung, intrazerebrales Hamatom, neuronaler
Zellschaden,  Axonschaden, Blut-Hirn-Schrankenschaden, Hirnédem  und

Perfusionsstérungen®’.

Zur Beantwortung der vorliegenden Fragestellung war ein SHT-Modell notwendig,
das moglichst alle Teilaspekte des menschlichen SHT simuliert und gleichzeitig eine

gute Reproduzierbarkeit und hochste Standardisierbarkeit gewahrleistet. Das CCIlI-
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Modell erfillt diese Kriterien und wurde deshalb als SHT-Modell in dieser Studie

verwendet.
MikroCT-Untersuchung

Die radiologische Bildgebung erlaubt es, die Knochenheilung in vivo zu analysieren.
Dies hat den grofR3en Vorteil, dieselben Tiere wiederholt untersuchen zu kénnen und
somit eine Tétung der Tiere, wie es z. B. bei der rein histologischen Analyse des
Kallus notwendig wére, zu umgehen. Die Mikrocomputertomographie ist der
konventionellen Radiographie bezlglich des Informationsgehaltes der einzelnen
Aufnahmen deutlich tiberlegen®. Auch die histologische Analyse von Knochen, die
einzigartige Informationen tber die zellularen Aspekte der Knochenheilung bietet, hat
ihre Limitation, wenn morphologische Parameter untersucht werden sollen. So
dienen haufig nur wenige zweidimensionale Schnitte als Grundlage fur die
Berechnung von komplexen dreidimensionalen Strukturen (z. B. Kallus)**. Zudem ist
mit der MikroCT- auch die in vivo-Analyse der Gewebemineralisation moglich. Die
Mineralisationsdichte des Kallus ist ein guter Pradiktor fur den
Knochenheilungsprozess®®. Die Mineralisationsdichte korreliert dabei stark mit
histologischen Untersuchungen und gibt eine verlassliche Auskunft Gber die Menge
an kalzifiziertem Gewebe im Osteotomiebereich. Uber die Veranderungen der beiden
Parameter Kallusvolumen und -dichte kann abgeschatzt werden, welche Phase der
Knochenheilung gerade durchlaufen wird (Kapitel 1.1)®%. Zudem korreliert die
Mineralisierungsdichte auch stark mit der Steifigkeit des Kallus®>®'. Dadurch lassen
sich auch schon in den ersten Wochen der Knochenheilung nicht nur Informationen
Uber die Quantitat (Kallusvolumen), sondern auch Uber die Qualitat (Stabilitat) des

Kallus gewinnen.

Bei der Mikrocomputertomographie ist im Vergleich mit anderen Methoden ein
eventueller Einfluss von wiederholt applizierter Strahlung auf die Knochenmasse
denkbar. Dieser Einfluss ist insbesondere dann maoglich, wenn Bereiche mit
geringem Knochenvolumen untersucht werden®2. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Femurdiaphyse untersucht, ein Bereich mit hohem Knochenvolumen®®. Klinck et
al. untersuchten an weiblichen C57BL/6J-Mausen die proximale Tibiametaphyse, ein

Bereich mit deutlich niedrigerem Knochenvolumen®:. Sie konnten nach Durchfithrung

67



Diskussion

von vier MikroCT-Scans mit einer ahnlichen Strahlenbelastung (10,5 um isotropic
voxel size, 55 keV, 109 pA, 200 ms integration time, vivaCT 40 Scanco Medical AG)
keinen signifikanten Unterschied in der Knochendichte (BV/TV) zwischen der

bestrahlten und der unbestrahlten Extremitat nachweisen®?.
Biomechanik

Wahrend der biomechanischen Testung erfahrt das Frakturgewebe Belastungen, die
den Belastungen in vivo sehr ahnlich sind®:. Dies gibt der biomechanischen Testung
im Vergleich mit den meisten anderen Untersuchungsmethoden eine besondere

Stellung und ist der Grund fiir die haufige Anwendung in der Knochenforschung®.

Es gibt viele unterschiedliche biomechanische Testmethoden. Die am haufigsten
verwendeten sind der Dreipunktbiegetest, der Vierpunktbiegetest, der

Kompressionstest und der Torsionstest.

Biegetests eignen sich generell gut fir die Testung von perfekten Zylindern. Doch
wenn ein unregelmaflig geformter Korper wie z. B. Knochen oder Frakturkallus
untersucht wird, sinkt die Genauigkeit der Testung®. Dreipunktbiegetests haben den
Nachteil, dass die Belastung nicht gleichmaRig verteilt wird. Der Frakturkallus erfahrt
dabei in seinem Zentrum Spitzenbelastungen, die zur Distorsion von Kallusstrukturen
fuhren®. Der Vierpunktbiegetest eignet sich fiir viele Tiermodelle. Allerdings muss
der zu testende Knochenabschnitt (Messlange) lang genug sein (in der Regel das
16-fache des Knochendurchmessers), um Messungenauigkeiten zu verhindern®*. Fiir
das Mausfemur wurde dies bei einem durchschnittichen Durchmesser von 1,86 mm
eine Messlange von fast 30 mm bedeuten®®. Das Femur einer 30-g-Maus ist aber im
Durchschnitt gerade einmal 14,8 mm lang®. Standardisierte Vierpunktbiegetests am

Mausfemur erweisen sich folglich als schwierig.

Der Torsionstest hat den groRen Vorteil, dass die Belastung auf die gesamte
Knochendiaphyse gleichméaRig verteilt wird®. Hierdurch kann das Femur iiber seine
gesamte Diaphysenlange getestet werden. Somit ist sichergestellt, dass das Femur
auch tatsachlich an seiner schwachsten Stelle bricht. Uber die Erfassung der

Torsionssteifigkeit und der Torsionsfestigkeit lasst sich die biomechanische Qualitat
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des neu entstandenen Kallusgewebes uberprifen, weshalb diese Messgrof3en héaufig

in Studien Verwendung finden®®®’,
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Fazit

In der vorliegenden Studie konnte radiologisch und biomechanisch gezeigt werden,
dass die Kombinations-Gruppe (SHT und Femurfraktur) im Vergleich zur Fraktur-
Gruppe ein signifikant grof3eres Kallusvolumen, eine tendenziell héhere Kallusdichte,
eine tendenziell bessere Kallusiberbriickung und mit der Limitation einer kleinen
GruppengrofRe in der vierten Woche auch einen signifikant festeren und tendenziell
steiferen Kallus produzierte. Eine beschleunigte Knochenheilung konnte in dieser
Studie nicht eindeutig belegt werden. Dennoch sprechen die Ergebnisse der
qualitativen MikroCT-Auswertung fur eine tendenziell schnellere Durchbauung der

Osteotomien in der Kombinations-Gruppe.

Interessanterweise hatten die nicht operierten Femora der SHT-Gruppe in der dritten
postoperativen Woche eine signifikant geringere Steifigkeit und Festigkeit im
Vergleich mit den Femora der Kontroll-Gruppe. Eine Woche spater war dieser
Unterschied nicht mehr nachweisbar. Diese Erkenntnisse geben Anlass zu der
Vermutung, dass in diesem Fall das SHT einen negativen Einfluss auf den
Knochenmetabolismus und damit auf die biomechanischen Eigenschaften austbt.
Ubertragen auf die Ergebnisse der Fraktur- und Kombinations-Gruppe kénnte dies
bedeuten, dass es nicht durch das SHT allein, sondern nur durch die Kombination
von SHT und Knochenverletzung zu dem Phanomen einer verbesserten
Knochenheilung kommt. Dies wirde fir eine Art Aktion-Reaktion zwischen Gehirn

und verletzten Knochen sprechen.

Ruckblickend hatten eine zuséatzliche radiologische Untersuchung der gesunden
Femora (SHT- und Kontroll-Gruppe) und eine genauere Untersuchung der
postoperativen Belastungen eventuell weitere spannende Erkenntnisse erbringen

konnen.

In Zusammenschau aller Ergebnisse scheint das SHT einen Einfluss auf die
Reparaturprozesse des Knochens auszutben. Fir die Produktion eines
volumingseren, dichteren und stabileren Kallus ist wahrscheinlich die Kombination

von SHT und Knochenverletzung verantwortlich.

70



Diskussion

Weitere Studien missen nun klaren, tber welche Stoffwechselwege ein Einfluss des
SHT auf den Knochen vermittelt wird und ob sich die gewonnenen Erkenntnisse auf
den Menschen Ubertragen lassen. Vielleicht kénnte in Zukunft ein genaueres
Verstandnis auf diesem Gebiet zu neuen Therapieansatzen in der Frakturversorgung

fuhren.
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5. Zusammenfassung

Zahlreiche klinische Beobachtungen fiihrten zu der weit verbreiteten Hypothese,
dass Frakturen langer Rohrenknochen bei Schadel-Hirn-Trauma (SHT)-Patienten
unter einer vermehrten Kallusbildung friihzeitig heilen. Bis zum heutigen Tag gibt es
keinen detaillierten quantitativen Beweis fur diese Hypothese, denn alle bisherigen
klinischen und experimentellen Studien zu dieser Fragestellung basieren
hauptsachlich auf Untersuchungen von Rontgenbildern und klinischen Symptomen.
Ziel dieser Arbeit war es, an einem Mausmodell mikrocomputertomographisch und
biomechanisch zu untersuchen, ob das SHT einen Einfluss auf die Kallusbildung

wahrend der Frakturheilung hat.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde C57/Black6-Mause (n=133, weiblich,
12-15 Wochen alt) in 4 Gruppen randomisiert (Fraktur-Gruppe, Kombinations-
Gruppe, SHT-Gruppe, Kontroll-Gruppe). In der Fraktur-Gruppe wurde den Mausen
das linke Femur mit einem externen Fixateur versorgt und im Anschluss eine
Osteotomie durchgefihrt. In der Kombinations-Gruppe wurde vor der Osteotomie
zusatzlich ein SHT mit dem CCIlI-Modell (Controlled Cortical Impact Injury Modell)
gesetzt. Die Mause der SHT-Gruppe erhielten nur ein SHT. Eine Gruppe ohne
Operation diente als Kontroll-Gruppe. Insgesamt sind die Daten von n=114 in die
Auswertung eingegangen. Der Knochenheilungsverlauf der Kombinations-Gruppe
(n=29) und Fraktur-Gruppe (n=30) wurde in wochentlichen Abstanden
mikrocomputer-tomographisch beobachtet (Kallusvolumen, Kallusdichte,
Durchbauung des Osteotomiespaltes). In jeder der 4 Gruppen wurde bei einem Teil
der Mause (n=47) 3 und 4 Wochen postoperativ auch die biomechanischen
Eigenschaften des Kallus im Torsionstest untersucht (Torsionsfestigkeit,

Torsionssteifigkeit).

Die MikroCT-Untersuchung zeigte, dass sich ab der 2. Woche signifikant mehr Kallus
in der Kombinations-Gruppe als in der Fraktur-Gruppe gebildet hat (p=0,020). In der
postoperativen 3. Woche blieb dieser signifikante Unterschied bestehen und nahm
bis zur 4. Woche noch einmal zu (Woche 3: p=0,039; Woche 4. p<0,001). Die
Kallusdichte stieg wahrend der ersten 3 Wochen in beiden Gruppen auf ahnliche

Werte an. In der 4. Woche nahm die Dichte in der Kombinations-Gruppe stéarker zu.
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Dieser Unterschied erreichte aber keine statistische Signifikanz (p=0,053). In der 4.
postoperativen Woche war der Kallus in der Kombinations-Gruppe signifikant fester
(p=0,029) und tendenziell steifer (p=0,057). Die Torsionssteifigkeit des Kallus war 3
Wochen postoperativ in der Kombinations-Gruppe tendenziell héher (p=0,083). Die
biomechanische Testung der Femora in der Kontroll- und SHT-Gruppe ergaben nach
3 Wochen eine signifikant hohere Festigkeit und Steifigkeit in der Kontroll-Gruppe
(p=0,029 und p=0,040). Eine Woche spater war dieser Unterschied nicht mehr

signifikant.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Versuchstiere mit Femurosteotomie und SHT ab der
zweiten postoperativen Woche deutlich mehr Kallus produzierten. Die Hypothese
einer durch das SHT vermehrten Kallusbildung konnte hiermit bestatigt werden. Auch
hinsichtlich der Kallusdichte wurden in der vierten Woche tendenziell hGhere Werte
bei den Tieren mit kombiniertem Trauma festgestellt. Die hoheren Werte bezlglich
der Steifigkeit und Festigkeit sprechen auch fiur eine Beeinflussung der
biomechanischen Eigenschaften des Kallus. Die Hypothese einer schnelleren
Knochenheilung konnte nicht eindeutig belegt werden. Obwohl die Osteotomien in
der Kombinations-Gruppe tendenziell effizienter und schneller durchbaut waren,
zeigten die Veranderungen von Kallusvolumen und Dichte in der Fraktur- und der
Kombinations-Gruppe einen gleichen zeitlichen Verlauf. Die biomechanischen
Ergebnisse der SHT- und Kontroll-Gruppe geben Anlass zu der Vermutung, dass nur
die Kombination von SHT und Verletzung eines langen Rohrenknochens zu dem
Phanomen einer verbesserten Knochenheilung fuhrt. Ohne eine assoziierte
Knochenverletzung scheint das SHT eine Schwéchung der biomechanischen
Eigenschaften des Knochens zu bewirken. Dies konnte fur eine Art Aktion-Reaktion

zwischen Gehirn und Knochen sprechen.
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/7. Anhang
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81



Anhang

7.2 Publikationsliste

Locher RJ, Linnemann T, Garbe A, Schaser K, Schmidt-Bleek K, Duda G,
Tsitsilonis S. Traumatic brain injury and bone healing: radiographic and
biomechanical analyses of bone formation and stability in a combined murine trauma
model. J Musculoskelet Neuronal Interact. 2015 Dec;15(4):309-15.

82



Anhang

7.3 Eidesstattliche Versicherung

.lch, Tim Ldnnemann, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige

Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema:

,Der Einfluss des Schadel-Hirn-Trauma auf die Eigenschaften des Kallus wahrend

der Knochenheilung®

selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als
die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht.
Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und

Tabellen) werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen,
die in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in,
angegeben sind. Fur samtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen
Publikationen wurden die Richtlinien des ICMJE (International Committee of Medical
Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten. Ich erklare ferner, dass
mir die Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung Guter
Wissenschatftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser Satzung

verpflichte.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (88156, 161 des Strafgesetzbuches)

sind mir bekannt und bewusst.”

Datum Unterschrift

83



Anhang

7.4 Anteilserklarung an etwaigen erfolgten

Publikationen

Tim Lunnemann hatte folgenden Anteil an der folgenden Publikation:

Locher RJ, Linnemann T, Garbe A, Schaser K, Schmidt-Bleek K, Duda G,
Tsitsilonis S. Traumatic brain injury and bone healing: radiographic and
biomechanical analyses of bone formation and stability in a combined murine trauma
model. J Musculoskelet Neuronal Interact. 2015 Dec;15(4):309-15.

Beitrag im Einzelnen:

J Assistenz bei den Operationen, tagliche Kafigvisiten und Pflege der Tiere

. Durchfiihrung der Biomechanik- und Mikro-CT-Untersuchungen

Datenauswertung und —interpretation

Erstellung samtlicher Grafiken

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers

Unterschrift des Doktoranden

84



Anhang

7.5 Danksagung

Ich danke meinem Doktorvater Prof. Dr. med. Klaus-Dieter Schaser fur die
Uberlassung des Themas der Forschungsarbeit und der konstruktiven

Arbeitsgruppen-Treffen.

Insbesondere bedanken mdchte ich mich bei Dr. med. Serafim Tsitsilonis fur die
grof3artige Betreuung. Die unermudliche Motivation sowie schnelle und kompetente

Hilfsbereitschaft haben wesentlich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

Mein herzlicher Dank geht auch an die restliche Arbeitsgruppe: Dr. med. Ricarda
Locher, Anja Garbe und Frank Graef, mit denen ich so viele heitere und kalte

Stunden im Labor und MikroCT verbringen durfte.

Bedanken mdchte ich mich auch bei den Mitarbeitern des Julius-Wolff-Instituts und
der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité-Unversitdtsmedizin Berlin Campus
Virchow-Klinikum welche stets fur jegliche Fragen als Ansprechpartner zur Verfigung
waren und alles mdglich gemacht haben, damit ich die Messungen durchfihren

konnte.

Mein besonderer Dank gilt meinen Eltern und meiner Schwester fur die vielseitige
Unterstlitzung und vielen lieben Worte, ohne die diese Arbeit nicht mdglich gewesen

ware.

85



