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1. Einleitung

Die Frakturheilung ist ein in der Natur nahezu mjadiger Prozess, bei dem es nach der
Gewebezerstorung des Knochens nicht nur zu eingai@gon, sondern zu einer Restitutio ad
integrum kommt. Sie kann dabei als ein modifiziepestnatales Geschehen der embryonalen
Knochenentwicklung angesehen werden (Gerstenfeit],2003).

Die Frakturheilung ist ein komplexes biologischeseignis, das nur durch das exakte
Zusammenspiel von mechanischen, zellularen, biodud®n und nutritiven Faktoren zur
komplikationslosen Heilung fuhrt. Daflr ist die Aktat von zahlreichen Zelltypen, v.a. der
mesenchymalen Zelllinien und deren Proliferation,ignsttion, Differenzierung und
Zytokinproduktion eine unabdingbare Voraussetzuimg. Verlauf des Heilungsprozesses
setzen diese Zellen, zeitlich genau aufeinandeestlmgmt, weitere Wachstumsfaktoren frei,
so dass der Prozess mit sich Uberlappenden Frakturgsphasen aufrechterhalten und
vorangetrieben wird. Trotz der aktuellen medizihet Moglichkeiten und des standigen
Fortschritts kommt es im Bereich der Tibia in 109%5der Falle zu einer verzdogerten bzw.
ausbleibenden Frakturheilung mit Pseudarthrosembgd die wiederum Schmerzen,
Deformationen, Bewegungseinschrankung und Behimdenach sich ziehen (Carano and
Filvaroff, 2003). In zahlreichen Studien sind dienfiiisse, die sich negativ auf die
Frakturheilung auswirken, demonstriert worden. Eliegehdren neben einer insuffizienten
Blutversorgung die inadaquate Stabilisierung derodfenfragmente, die mangelhafte
Knochenapposition,  systemische  Erkrankungen, Ilide&h, Medikamentengabe
(Kortikosteroide, NSAR), Mangelerndhrung, Nikotirgtoffwechselstorungen als auch
fortgeschrittenes Lebensalter (Glowacki, 1998, idgr et al., 1999).

Neben einer Verbesserung der unfallchirurgischeer@nstechniken liegt ein Schwerpunkt
der Forschung in der Entwicklung neuer Implantagmakien. Ferner wird versucht, die
Knochenheilung durch lokale oder systemische Appiltkh von Wachstumsfaktoren zu
stimulieren und damit zu verbessern. Um diese Appbn den zeitlichen und raumlichen
Notwendigkeiten anzupassen, ist das Verstandnis bi@esgischen Heilungsverlaufs im
normalen, als auch im Defektheilungsmodell einébdivgbare Voraussetzung.

Hierfur wurde im vorliegenden Projekt der Vergleiawischen einem standardisierten
Frakturheilungsmodell mit Defektzone und einem abd8em Frakturheilungsmodell
untersucht, bei dem es durch mechanische Instgbilitht nur zu einer verzégerten bzw.
ausbleibenden Frakturkonsolodierung  kommt, sondsitch auch der Verlauf der
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intramembrandsen und der enchondralen Ossifikatoandert darstellt (Lienau et al., 2005,
Epari et al., 2006).

Inwieweit diese verzogerte Frakturheilung durch hasische Instabilitat in  ein
molekularbiologisches Signal transformiert wird unsgich als Verdnderung der
Wachstumsfaktorenexpression manifestiert, ist kidge und soll Gegenstand dieses
Forschungsvorhabens sein.



2. Grundlagen

2.1. Knochenaufbau

Das Knochenskelett bildet die Formgebung fur unmsd€érperbau. Der Knochen an sich
gehort zu den stabilsten Geweben, die die Natwongebracht hat. Der Knochen ist jedoch
kein starres unveranderliches Gewebe, sonderndsfgich in stindigem Umbau, um seine
Stabilitat an sich &ndernde Druck-, Zug-, Dreh- Biwegungskrafte anzupassen (Cruess and
Dumont, 1975, McKibbin, 1978). Die Tibia wird alsgenannter Réhrenknochen bezeichnet
und besitzt den typischen Aufbau aus Diaphyse (Keopschaft), Metaphyse
(Ubergangszone) und Epiphyse (Gelenkflachenani#kroskopisch gesehen kann man im
diaphyséaren Bereich einen kortikalen (Substantimpaxta) und einen spongiosen Anteil
(substantia spongiosa) unterscheiden. Die Subatardimpacta verschafft dem langen
Rohrenknochen die Rigiditdt, um den mechanischerforBerungen zu widerstehen
(Radasch, 1999). Histologisch gesehen besteht dechén aus den knochenspezifischen
Zellen und der Interzellularsubstanz, welche sicis a@er organischen Matrix und den
anorganischen Salzen zusammensetzt. Im BereicKatékalis ist die Interzellularsubstanz
in Form von Lammellen angeordet. Diese sind kom=aiit um den Zentralkanal angeordnet
und bilden mit ihm das sogenannte Osteon bzw. HKaSgstem. Untereinander
kommunizieren die Havers-Kanéle durch senkrechtihmen verlaufende Volkmannsche-
GefalRkanale. Uber diese Kanéale besteht auch eir@ndeing zur Knochenoberflache und in
die Spongiosa hinein. Die Spongiosa ist ein nefzigr angeordnetes System aus
Knochenbéalkchen, in deren Zwischenraum das Knochew- Fettmark liegt (Ritzel et al.,
1996). Sie besteht aus trabekular angeordnetem llearkeochen, jedoch ohne Zentralkanal
im Sinne eines Osteons (McKibbin, 1978).

Der organischen Matrix aufsitzend sind ferner aéibutdren Knochenbestandteile. Diese sind
fur die fortwahrend ablaufenden Umbauprozesse imcKan verantwortlich. Hierzu gehoren
Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten, wel@éhesagenannten gewebsspezifischen
Knochenzellen darstellen (Radasch, 1999).

Osteoblasten gehen aus pluripotenten mesenchyng&tiemmzellen hervor, welche sich
zunachst in Vorlauferzellen und spéater zu Ostetdtadifferenzieren (Yoo and Johnstone,
1998). Sie sitzen der Knochenoberfliche auf undd sfiir die Neusynthese der
Knochengrundsubstanz im Extrazellularraum verarttigbr Sie bilden das sogenannte
Osteoid, von welchem sie schlie3lich eingemauentdere Im Rahmen des ablaufenden
Mineralisationprozesses formen sich die Osteobiaste Osteozyten um. Diese liegen von

Osteoid umschlossen vor und sind nicht mehr zursiahese von Knochengrundsubstanz
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fahig (Raggatt and Partridge, 2010). Uber intewt@ie Signale kénnen Osteozyten den
Stabilitatszustand detektieren und Uben somit dukkhivierung von Osteoblasten und
Osteoklasten einen Einfluss auf das Remodelind@abki et al., 2010).

Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, welche fiir Kleochenabbau verantwortlich sind. Sie
liegen in den Resorptionskanalen, den sogenanntewshkip-Lakunen vor. Diese Lakunen
werden durch die Abbautatigkeit der Osteoklastefiorge (Amling and Delling, 1996). Sie
degradieren mit Hilfe von spezifischen Enzymen agéindse und nichtkollagendse Proteine
und fuhren so zur Auflésung der vorhandenen Knerpetl Knochenstruktur. Durch diese
standige Ab- und Umbautatigkeit der knochenspetiBa Zellen kommt es zum
permanenten Remodeling des Knochens und damitiaorelchanischen Anpassung an sich

verandernde Belastungsbedingungen.

2.2. Frakturheilung

Die Frakturheilung kann in zwei verschiedene Katego
1. die primére und
2. die sekundare Frakturheilung,

eingeteilt werden.

2.2.1. Primare Frakturheilung

Zur primaren Frakturheilung kommt es, wenn die Kresdragmente direkten Kontakt haben,
eine ausreichende vaskulare Versorgung sichertigstelnd die Fraktur suffizient stabilisiert

wurde. Der Konsolidierungsprozess verlauft dabeineohknécherne oder knorpelige

Kallusbildung ab. Bei der auch als Kontakt- oderl8ilung bezeichneten Frakturheilung
werden zwischen den Fragmenten durch Osteoklastsorftionskanale geschaffen. Diese
neu geformten Havers'schen Kanéle werden anschlie@eskularisiert und mit Osteoblasten
besiedelt. Diese synthetisieren anschlie3end n@st=oid um die Kanéle herum. Somit wird
die kortikale Kontinuitdt durch den neuen Lamelleoéhen mit Havers” System wieder
hergestellt (McKibbin, 1978).

Dieser Vorgang wurde erstmals nach Kompressiortsplagteosynthese histomorpho-

metrisch beschrieben (Muller and Perren, 1972).

2.2.2. Sekundare Frakturheilung

Im Gegensatz dazu vollzieht sich die sekundare cgentane Frakturheilung Uber die

Zwischenstufe der Kallusbildung. In dieser Weiselawdt die Frakturheilung, wenn keine
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chirurgische Behandlung durchgefuhrt wird, bei einecht absolut rigiden Fixation der
Frakturfragmente oder wenn die Knochenfragment@ekeidirekten Kontakt haben. Die
Dauer des Heilungsprozesses wird dabei u.a. vonCiéRe des Frakturspaltes und der
relativen Bewegung der Fragmente zueinander deterhi(Willenegger et al., 1971). Eine
Defektgrofie von 140 % des Querdurchmessers dedfbagn Knochens gilt als limitierende
Grenze fiur eine spontan ablaufende Heilung (Fragset al., 1998). Dabei finden in den vier
unterschiedlichen Bereichen der Frakturzone, nd&mReriost, Kortex, Markraum und
umgebendem Weichteilgewebe differenzierte Prozstse Abhangig von dem Frakturtyp,
deren Lokalisation und der Art der Frakturversogyulaufen diese Prozesse dabei
nacheinander oder simultan ab (Einhorn, 1998). Namherrschender Lehrmeinung kann
man die Frakturheilung dabei in vier aufeinandefbawende und sich Uberschneidende
Phasen einteilen, ndmlich

1. die inflammatorische Phase,

2. die Phase der weichen Kallusbildung,

3. die Phase der harten Kallusbildung und

4. die Remodelingphase (Brighton, 1984, Cruessumiont, 1975, Einhorn, 1998,
Probst and Spiegel, 1997). Das Periost scheinbéiiegine entscheidende Rolle zu spielen
(Ozaki et al., 2000, Utvag et al., 1996, Utvagletl®98). Periost, Kortex, Markraum und das
initial durch Ruptur der nutritiven Gefal3e entstamel Frakturhamatom beeinflussen und
unterstitzen sich dabei gegenseitig, so dass besbléiben einer Komponente die komplette
Kaskade verzogert ablauft (Grundnes and Reiker@83d, Grundnes and Reikeras, 1993b,
Ozaki et al., 2000). Im Periost- und Markraumbdreadurchlaufen die mesenchymalen
Vorlauferzellen einen Differenzierungs- und Probfiionsprozess, der die Voraussetzung fir
die enchondrale Ossifikation darstellt. Dieser Bsszlauft direkt im Frakturspalt ab. Vor
allem durch axiale Kompressionsbeanspruchung undhigee durch Scher- und
Biegebelastung wird die Knochenbildung bei limiger Fragmentbewegung (nur wenige
Mikrometer) beschleunigt (Park et al., 1998, Lanssb al., 2001). In der Frakturumgebung
kommt es innerhalb von wenigen Stunden zu einem luSterder vorhandenen
Knochenarchitektur, der mit dem Verschwinden vouatgdfalien und der Reorganisation der
zellularen Elemente einhergeht. Innerhalb der ergteh werden osteoblastenéhnliche Zellen
vorgefunden, die mit der Knochenformierung beginneobei diese Aktivitat weitgehend
unabhangig von mechanischen Einflissen vollzoged (McKibbin, 1978).
Das umliegende Weichteilgewebe der Fraktur unteatstlie Heilung durch die Versorgung
der Region mit Progenitorzellen und durch eine ®sskerte Revaskularisierung zur

Formierung eines frihen Bruckenkallus, der die &ndlagmente stabilisiert. Nicht
-5-



vollstandig geklart erscheint jedoch die Frage, iéfern die fur die Knochenheilung
eingewanderten mesenchymalen Vorlauferzellen ategbhgeitig fir die Wiederherstellung
des Weichteilschadens verwendet werden (Cruess [umchont, 1975). Obwohl der
umliegende Weichteilschaden mal3geblich die Zeitddee Frakturheilung durch auftretende
Komplikationen beeinflusst, konnte auch gezeigtdear dass lediglich die Frihphase der
Frakturheilung bei zusatzlichem Weichteiltraumazbgert ablauft. Der zeitlich gesehene
Abschluss der Frakturheilung wird davon aber nigmgiert oder verzogert (Claes et al.,
2006, Landry et al., 2000).

2.2.3. Phasen der Frakturheilung

Die Frakturheilung erfolgt in 4 Phasen. In denestunden und Tagen nach dem Trauma
setzt die inflammatorische Antwort des Korpers diieser Phase folgt die Bildung des
weichen bindegewebigen Kallus. Anschliel3end vdfiere sich die teilweise nebeneinander
ablaufenden Prozessen der intramembranésen unéngd&ondralen Knochenbildung und
dem abschlieRenden Knochenremodeling. Diese P®bessnflussen sich dabei gegenseitig,
wodurch deutlich wird, dass bei einer Stérung eim@szigen Prozesses die gesamte
Frakturheilung verzogert ablaufen oder in einerbleisenden Frakturheilung kumulieren

kann.

Inflammatorische Phase

Die biochemischen Vorgange der inflammatorischerasBhder Knochenheilung sind
vergleichbar mit den inflammatorischen Prozessen Wendheilung (Kon et al., 2001,
Hadjiargyrou et al., 2002, Barnes et al., 1999, dkiret al., 2006), wobei neben Fibroblasten
osteogen differenzierte Zellen notwendig sind (dod Johnstone, 1998). Kommt es zu einer
Frakturierung des Knochens, rupturieren mit ihmwiesorgenden Blutgefal3e und es erfolgt
eine Schadigung des Weichteilmantels. Das Trautd Hiurch die fehlende kontinuierliche
Blutversorgung zu einem hypoxischen Zustand deshgelgten und devitalisierten Gewebes
in und um den Frakturspalt. Dieser Zustand fuhrtemer Entzindungsreaktion, deren
Kaskade von biochemischen und zytokinvermitteltefiuiren Prozessen die Migration,
Proliferation, Adhasion und Differenzierung von [2al férdert und damit fur die strukturelle
und funktionelle Wiederherstellung des Gewebes nterartlich ist (Probst and Spiegel,
1997, Braun and Ruter, 1996).

Den Ausgangspunkt der Entziindungsreaktion bildeitdrombozyten, die Uber Aggregation
und Aktivierung multiple Chemokine wie Serotonitatelet derived growth factor (PDGF),

-6 -



transforming growth factor (TGF-R3), platelet-actimg factor (PAF), Thromboxan Aund
Adenosindiphosphat (ADP) freisetzen (Weksler, 19&3pse Faktorenfreisetzung und die
Plattchenaggregation fiihrt dazu, dass sich einldsk®lutgerinnsel bildet, welches die
weitere  Einblutung mindert und die Grundlage fur ndestabilisierenden
Frakturheilungsprozess bildet (Remedios, 1999).cbulie chemotaktische Wirkung dieser
Mediatoren werden Leukozyten und mesenchymale Zdile die Gewebsreparatur (z.B.
Fibroblasten, Osteoblasten und Endothelzellenam Ehtziindungsgebiet geleitet. Es werden
auch hier die funf klassischen Entztindungszeichdoo(, calor, tumor, dolor, functio laesa)
hervorrufen (Cohen and Diegelmann, 2002, Bettiegat., 1994).

Die primar eintreffenden neutrophilen Granulozysmelen, anders als bei der infektiosen
Sanierung, bei der Granulationsgewebsbildung odem dWunddébridement eine
untergeordnete Rolle (Simpson and Ross, 1972). &@nschlieRend im Wundgebiet
erscheinenden monozytaren Phagozyten differenzisi@n in der Frakturheilungszone zu
Gewebsmakrophagen. Als zentrale Figur organisisrerden Wundheilungsprozess, indem
sie eine Vielzahl biochemisch aktiver Substanzendie Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-3,
FGF, IGF, extrazellulare Matrixproteine, chemotséiie Faktoren und proteolytische
Enzyme freisetzen (Gerstenfeld et al., 2003). ied unterstrichen durch die Tatsache, dass
nach einem Gewebstrauma die monozytare Zellreifiumg<nochenmark gesteigert wird,
wovon Uber 70% als Makrophagen in das Wundgebietamdern. Bereits wenige Stunden
nach dem Frakturereignis kommt es zu einer erhoAudheilungsrate im Periost und im
angrenzenden Markraum, so dass durch aktiviertedRiststen das avitale Gewebe abgebaut
und durch sich proliferierende und differenziere@eoprogenitorzellen die Regeneration
initiiert wird (McKibbin, 1978, Yoo and Johnston£998, Bielby et al., 2007, Brighton and
Hunt, 1991). Die Quelle fur diese Zellen liegt naodutigen Erkenntnissen vor allem im
Markraum und der Kambiumschicht des Periosts (Yo Johnstone, 1998, Minguell et al.,
2001, Einhorn, 1998).

Neben den bereits genannten Vorgangen spielt dasbddende Frakturhdmatom, als eine
den Frakturspalt Gberbriickende Leitstruktur, finsprossende Kapillaren und damit fur die
essentielle Revaskularisation eine entscheidendie Rerobst and Spiegel, 1997, Einhorn,
1998). Die Notwendigkeit der initialen inflammatxehen Phase konnte zum einen daran
gezeigt werden, dass eine Entfernung des frihektUfreamatoms, mit seinen inharenten
osteogenen und vaskularen Wachstumsfaktoren, zmdgerten oder ausbleibenden Fraktur-
heilung fuhrt (Grundnes and Reikeras, 1993a, Pak.e2002). Zum anderen konnte bei
einer ausbleibenden inflammatorischen Phase, dwette Hydrokortison vermittelte
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Monozytopenie, gezeigt werden, dass es zu einedgerten Fibroblastenproliferation und
einer verlangsamten Wundheilung kommt (Wahl et1i&l89, Leibovich and Ross, 1975).

Proliferationphase (Bildung von weichem und hakeilus)

Der weitere Verlauf der Frakturheilung ist vor allelurch mikroskopische Untersuchungen
sehr detailliert beschrieben (Brighton and Hunt919Brighton and Hunt, 1997). Die
Beobachtungen und deren zeitliche Zuordnung venieledoch bei den verschiedenen
untersuchten Tieren, wobei vor allem bei Kleintrekgie Mausen und Ratten im Vergleich
zum Menschen ein Zeitraffereffekt auftritt. Somndsdie hier aufgefuhrten Zeitpunkte nur
exemplarische Richtwerte bei der Beschreibungi##ungsprozesse.

Die Revaskularisierung ist das primare Ziel im Rehndes Heilungsverlaufes, da sie
zugleich Initiator und Regulator der Frakturheilungt. Die Revaskularisierung wird Uber
GefalRe der Markhohle, des Periosts und spater desréischen Systems eingeleitet. Mit
dem Einsprossen der ersten Kapillaren gelangen dpalagen in den Frakturspalt, die das
Frakturhamatom abbauen, wodurch es gleichzeitigiaar Alkalisierung des initial sauren
Milieus im Frakturbereich kommt. Der alkalische pYert bildet die optimale Grundlage fur
die Enzymwirkung zur Mineralisation und Kollagengyse (Brighton, 1984, Cruess and
Dumont, 1975). Wahrend der Heilung kommt es stetalf@l zur intramembrantsen und
enchondralen Ossifikation, wobei bei der Untersmghdier Frakturheilung vor allem Modelle
zur Analyse der enchondralen Ossifikation benutaiden (Einhorn, 2005).

In den ersten funf bis zehn Tagen findet, abhamngig Ausmal’ der Blutversorgung und dem
damit verbundenen determinierten Sauerstoffpartiakd unter dem Periost bei guter
Vaskularisation die Bindegewebsneubildung mit bighder Mineralisation statt (Brighton
and Krebs, 1972). Im Frakturspalt, wo eher ein zesiter Sauerstoffpartialdruck herrscht,
kommt es zur Chondrogenese als Grundlage fur dieogrdrale Ossifikation (Willenegger et
al., 1971, Bassett and Herrmann, 1961).

Nach Abklingen der initialen Entziindungsreaktiomkwot es in einem flieBenden Ubergang
zur Etablierung der sogenannten GranulationsphBsese ist durch das Auftreten von
bindegewebigen mesenchymalen Zellen charakterisieithe fir die anschlie3ende fibrose
Uberbriickung des Frakturspaltes und der weichenlustildung verantwortlich sind
(Willenegger et al., 1971)

Als zellulare Basis fir die Frakturkallusbildungrden die Osteoprogenitorzellen in Betracht
gezogen. Die Quelle dieser Zellen fur die unteesdliichen Kallusformationen muss jedoch
differenziert betrachtet werden. Fir den periostai@llus ist die Kambiumschicht des
Periosts verantwortlich, wohingegen der endosta#uk vor allem durch Zellen aus dem
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Markraum gebildet wird, was durch 3H-markierte Thgim Untersuchungen nachgewiesen
wurde (Kernek and Wray, 1973, Tonna and Cronki@§8). Somit kann der Kallus in dieser
Phase in zwei Komponenten unterteilt werden: Zumerein den frihknéchernen periostalen
Kallus, in dem die intramembrandse Ossifikationh.ddie direkte Bildung von
Geflechtknochen durch friihe Kalzifizierung von Bageéwebe, stattfindet. Zum anderen die
~weiche" Kallusbildung, in dem die enchondrale @kation, d.h. die Knochenbildung tber
den Weg der Knorpelherstellung und deren sukzeddiaeralisation, direkt im Frakturspalt
ablauft (Einhorn, 1998, McKibbin, 1978). Marlket al. konnten zeigen, dass die
intramembrandse Ossifikation weitgehend unabhargig Stabilitdt und Frakturumgebung
ist. Beide Ossifikationsprozesse werden jedochuni@bhangig von einander beobachtet, so
dass die These erhoben wurde, dass die intramedd@&ssifikation eine Voraussetzung fur
die eher stabilitaitsabhangige enchondrale Osdifikatarstellt (Mark et al., 2004). Es konnte
im Tiermodell gezeigt werden, dass durch einedege Frakturfixation der Anteil der
Knochenuberbrickung durch intramemrantse OssifikatierhaltnismaRig gegenuber der
enchondralen Ossifikation ansteigt (Carter et1&l98, Claes et al., 1998).

Vergleichbar mit den Vorgangen an der Wachstumsfugéferieren die Chondrozyten im
weichen Kallus. Sobald die Proliferation abnimmdsdie hypertrophen Chondrozyten die
vorherrschenden Zellen im Knorpelkallus. Die dalensetzende Kalzifizierung des
chondrogenen Kallus bildet die Voraussetzung fle dnschlieBende Degradation der
Extrazellularmatrix durch Matrix-MetalloproteasenduPhosphatasen (Einhorn et al., 1989,
Buckwalter et al., 1996a). Schlie3lich wird daszKaierte Gewebe von Chondroklasten
abgebaut und durch Geflechtknochen ersetzt (Einh@898). Diese Kombination aus
Geflechtknochen und kalzifiziertem Knorpel diens dleitstruktur zur Ausbildung des
Lamellenknochens tber sekundare Osteonbildung (Baitér et al., 1996b, Brighton, 1984).
Dies geschieht durch einen koordinierten ProzessNaitrixresorption durch Osteoklasten
und Knochenanbau durch Osteoblasten, welcher mitviggangen in der Wachstumsfuge
vergleichbar ist (Braun and Ruter, 1996, McKibHifi78).

Umbauphase (Remodeling)

Ist der gesamte Kallus knoéchern durchbaut und dektirspalt damit belastungsstabil
Uberbrickt, wird in der folgenden Zeit das ,Remau$l zu kortikalem Lamellenknochen
und Marktrabekelwerk vollzogen. Der im Kallus ehé&sneorhandene Knorpel ist hier zu
diesem Zeitpunkt komplett knéchern ersetzt undkddlusumfang wird dem urspriinglichen

diaphyséaren Knochen angepasst. Dabei wird der fen@eflechtknochen durch die Bildung
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neuer Osteone, aufbauend aus dem Zusammenspi€stenklasten und Osteoblasten, zum
Lamellenknochen umgebaut. Der Knochen adaptierh sam seine entsprechenden
Belastungsanforderungen in den Gewicht tragendemptkeaftlinien, damit der Knochen

wieder seine urspringliche mechanische Festigkkilte(Buckwalter et al., 1996b). Dieser
Vorgang kann sich jedoch tiber Monate bis Jahreigtien, wobei der Ubergang in den sich
standig vollziehenden Umbau entsprechend den mediem Anforderungen flie3end ist
(Chao et al., 1989). Das noch langere Zeit besthenhohte Frakturrisiko kénnte auf die
zuerst orthogonal angeordneten Ersatzlamellen kuziicfuhren sein, so dass die Zahl der
definitiv den Frakturspalt Uberbrickenden Osteone Qualitdt der Frakturheilung

widerspiegelt (Shapiro, 1988).

2.3. Biomechanische Einfliisse auf die Frakturheilug

Durch das Frakturgeschehen kommt es ohne Fixatioringtabilitat des Knochens, die sich
in einer Lageveradnderung der Frakturfragmente &uRedem fiihrt diese Instabilitat zu einer
veranderten mechanischen Belastungsachse mit umtbdmem Kraftfluss. Die Frakturenden
unterliegen dabei weiter dem Einfluss durch Musk8ehnen- und Gelenkkrafte, was im
Rahmen der Instabilitdt zu veranderten Scher-, Bigg- und Torsionsbelastungen auf den
Knochen fiihrt, die den Heilungsverlauf unterschadlbeeinflussen (Claes et al., 1997).
Durch ein externes oder internes Fixationssysteth dse Fraktur reponiert und fixiert
werden, damit die zur Knochenheilung notwendigebiitatsbedingungen vorherrschen. Beli
der Frakturstabilisierung werden zwei grundsatzireinschiedene Prinzipien unterschieden.
Zum einen das nicht-lasttragende, eher schienegsier8, bei dem die Knochen weiterhin
Kontakt haben missen und die Hauptbelastung dugohkshochen geht. Zum anderen das
lasttragende Sytem, bei dem der Knochen als Lgsttr@eitgehend entlastet wird und die
Ubertragung Uber das Osteosynthesesystem erfoigt.kBmplette Lastiibertragung wird
dabei Uber den frakturfernen Schrauben-Knochen-adargewahrleistet (Huiskes and Chao,
1986, Probst et al., 1999, Duda et al., 2003a,nkd¢ial., 2004). Die Wahl der Osteosynthese
hangt unter anderem von der Art der Fraktur, déiage, dem Weichteilteilschaden und der
Patientenkonstitution ab.

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein Fixatexterne verwendet, der ein
exzentrisches lasttragendes OsteosynthesesystestelliarDurch die aus der zentralen
Lastachse heraus verlagerte Kraftiibertragung éstedi System besonders grof3en Biege- und

Torsionskraften ausgesetzt. Da die gesamte Lastd@meFixateur Gbertragen wird, kommt es
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erst nach Entfernung des Osteosynthesesystems digradann beginnende Beanspruchung
des Knochens zu einer Belastung des Frakturber@iziga et al., 2001).

2.3.1. Der Fixateur externe

Externe Fixationssysteme werden haufig zur tempar&tabilisierung bei komplizierten
Mehrfragment- oder Trimmerfrakturen oder offenenakkuren mit Infektionsgefahr
eingesetzt, bis eine persistierende Frakturfixagdiolgen kann (Russel, 1992). Obwohl es
ein in der klinischen Patientenversorgung haufiggesetztes System ist, spielt es vor allem in
der biomechanischen Forschung als Osteosynthesédmmdevariablen biomechanischen
Einstellmdglichkeiten eine bedeutende Rolle.

Beim externen Fixateur existieren diverse Variamiglichkeiten, durch die man die
mechanische Stabilitat sowohl intra- als auch pmstativ beeinflussen und verandern kann.
Uber eine Stichinzision durch die Haut im Bereichh mdglichst geringer Weichteildeckung
gelangt man bis in die Tiefe zur KnochenoberflacBewrch diesen Kanal werden die
Schanzschrauben (Pins) vorzugweise bikortikal dirggght. Diese Schanzschrauben werden
dann Uber Klemmbacken mit Metallstangen quer nategder verbunden. Hier besteht,
abhéangig von der Lage der Fraktur und der anatdrarscSituation des Patienten, die
Mdoglichkeit, das Fixationssystem individuell anzegen. Die Rigiditat des Fixateurs kann
dabei Uber multiple Einflussmoglichkeiten modifiziaverden. Uber die nur monolaterale
oder zusatzlich auch bilaterale Fixation kann digidkat deutlich gesteigert werden und
zusatzlich die Richtung des Bewegungsausmal3esrvegafeniert werden (Krischak et al.,
2002). Durch das Anbringen eines Ringfixateurs katieses Prinzip noch weitere
Optimierungen erfahren. Zudem spielen Faktorendi@eDicke und Anzahl der Schrauben,
die Distanz zwischen Knochenoberflache und Quegstadlie Anzahl der verbindenden
Querstangen, als auch die Wahl des Fixationsmkdiidetall/ Karbon) eine Rolle fiir die
Rigiditat der Osteosynthese (Claes et al., 19980Cét al., 1989). Das Anbringen einer
zweiten Verbindungsstange beispielsweise kann theilBat um 20%, das Anbringen des
Fixateurs in einer zweiten Ebene um 50% erh6heaeCét al., 1997, Mark et al., 2003). Mit
dem Einfluss der Distanz zwischen Verbindungsstange Knochenoberflache auf die
Osteosynthesestabilitat wird aber auch schon dseldéankung dieses Systems deutlich: der
Einsatz auf Gebieten mit grof3er Weichteildeckurigbegrenzt, da mit grél3erem Abstand
auch die Stabilitat des Fixateurs signifikant aminfClaes, 1990).

Ein weiteres Problem vor allem im klinischen Umgang einem Fixateur externe ist das

Risiko einer Pinkanalinfektion, welche schwerwiegerOsteomyelitiden nach sich ziehen
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kann (Inan et al., 2007, Henley et al., 1998). kasn zum einen langwierige antibiotische
Therapien nach sich ziehen. Zum anderen fuhrt esirer Lockerung der Schanzschrauben
mit unzureichender Frakturstabilisierung durch Bixsitionssystem bis hin zum notwendigen
vorzeitigen Revisionseingriff mit Verfahrenswechsé&lies bedeutet stets eine enorme
Belastung fur den Patienten. Diese Risiken machen orgfaltige tagliche Reinigung und

Pflege des Pinkanals notwendig und bedingen operdas tiefe Versenken der

Schanzschrauben, um Infektionen durch die die Heutldiche GUberragenden Gewindeanteile
zu minimieren (Mayr, 2002). Durch diese moglichemnlikationen, die asthetischen

Nachteile und die mit einem Fixateur assoziiertesEinrankung der Lebensqualitat wird im
Patienteneinsatz zur primaren Marknagelung oder sahmellen Verfahrenswechsel des
Osteosynthesesystems auf intramedullare Krafttrbgeiibiaschaftfrakturen geraten, wenn
dies von Seiten der Weichteilverhaltnisse moglgth(Mayr et al., 1994, Nowotarski et al.,

2000).

Trotzdem stellt der Fixateur externe in der Forsghwein hervorragendes System zur

Evaluierung der mechanischen Einflisse auf dietbrakilung dar.

2.4. \Verzogerte und ausbleibende Frakturheilung und
Pseudarthrosenbildung

Die Frakturheilung ist in den allermeisten Fallen sehr gut und effektiv funktionierender
Prozess, der eine vollstandige Uberbriickung delstifspalts gewahrleistet und bei dem es
schlie3lich zu einer kompletten Heilung kommt. Adliegs gibt es, abhéngig von der
Lokalisation und der Art der Fraktur, eine nichtunterschatzende Zahl an verzégerten bzw.
ausbleibenden Frakturheilungen. In groRen Quershtudien schatzt man die verzdgerte
bzw. ausbleibende Frakturheilung in toto auf etwadben Prozent, wobei diese Zahlen bei
offenen Tibiafrakturen (Gustillo 11°-111°) auf Ube40% ansteigen kénnen (Bhandari et al.,
2001, Bhandari et al., 2000, Henley et al., 1998 verzogerte Frakturheilung oder
Pseudarthrosenbildung fiuhrt durch Reoperationeme eerhohte Infektionsrate, eine
verlangerte Hospitalisierungsdauer, einer progredie Behinderung bis hin zur Amputation
der Extremitat als ultima ratio, zu enormen medsdhen Belastungen des Patienten und zu
schweren sozio6konomischen Folgen (Phieffer andlégo@006, Littenberg et al., 1998,
Dervin, 1996). Von einer verzogerten Frakturheiltsggicht man, wenn die Fraktur nach
einem Zeitraum von sechs Monaten nicht konsolidigst, wohingegen eine
Pseudarthrosenbildung als radiologisches Ausbleibes Heilungsfortschritts in drei

aufeinander folgenden Monaten, neun Monate nadialemn Frakturereignis, definiert ist
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(LaVelle, 1998). Anzumerken ist hierbei allerdingtass trotz fehlender radiologischer
Kallusformierung eine komplizierte Fraktur durchasp endostale Heilungsvorgange zur
kompletten Heilung gebracht werden kann (Marsh8).99

Die Unterscheidung der Pseudarthrosen in hyperg&opbligotrophe und atrophe
Erscheinungsformen ist eine radiologische und nskapische Betrachtungsweise. Sie ist in
sofern zu modifizieren, als dass eine Einteilungnsichtlich der therapeutischen
Handlungskonsequenz sinnvoll erscheint. Daher ushaine Einteilung in biomechanisch
gestorte, aber biologisch-reaktionsfahige und oidgisch-reaktionsunfahige Pseudarthrosen
vorteilhafter (DG Weber, 1973, Schweiberer et 8099). Welche Form sich ausbildet, ist
sowohl abhangig von den biologischen Einflissens @uch von Faktoren der
Frakturstabilisierung. So entsteht die hypertroptseudarthrose, die durch Uberschiel3ende
Kallusbildung charakterisiert ist, bei adaquaterutBérsorgung, jedoch mangelnder
mechanischer Stabilisierung der Frakturenden. Dbbeotigt die hypertrophe Pseudarthrose
der langen Rohrenknochen vor allem eine ausreiégherethanische Stabilisierung mit intra-
oder extramedullaren Krafttragern fur einen Heikerfplg (Babhulkar et al., 2005, Jurgens et
al., 1994, Wang and Weng, 2003).

Der atrophen Pseudarthrose hingegen liegt ein Marg@utritiven Faktoren einerseits und
eine unzureichende mechanische Stabilitdt andéserse Grunde (LaVelle, 1998). Die
Unterbrechung der periostalen bzw. der endostaletvé&sorgung fihrt zu avitalisiertem
Gewebe, welches zwar noch vaskularisiert ist (Retdal., 2003), jedoch nicht in
ausreichendem Male, um den Frakturheilungsprozesplikationslos ablaufen zu lassen
(Schweiberer et al., 1999). Um diese Art der Psehdsse zur Heilung zu bringen, ist ein
Behandlungskonzept mit teils multiplen Eingriffeotwendig. Das Gesamtkonzept setzt sich
aus adaquater Frakturstabilisierung, Débridemerst aldtalen Gewebes, Anfrischen des
vitalen Gewebes und Augmentation des Pseudarthpaltes mit autologer Spongiosa oder

Knochenersatzstoffen zusammen (Ruter and Mayr,)1999

2.4.1. Beeinflussung der Frakturheilung durch die Kkationssysteme

Fur eine erfolgreich ablaufende Frakturheilung igine mechanisch optimale
Frakturstabilisierung, die die biologischen Aspelder Frakturheilung bertcksichtigt,
essentiell. Abhangig von der Art und Rigiditat &abilisierung kommt es zur priméren oder
sekundaren Frakturheilung. Von diesen lokalen m@shben Bedingungen ist auch der
Differenzierungsablauf des mesenchymalen Gewebesinidhum den Frakturspalt herum

abhangig. Dementsprechend wird bei eher geringagnk@ntbewegungen vorrangig der Weg
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der intramembrandsen Ossifikation eingeschlagen, hivgegen bei  groRRerer
Scherbeanspruchung die enchondrale Ossifikationgesteigerter Knorpelbildung anteilig
starker zur Heilung beitragt (Carter et al., 199es and Heigele, 1999, Claes et al., 1998).
Bei der Art der Stabilisierung haben sich weder fddiser praferierte Konzept der absoluten
Rigiditat mit mdoglichst ,primérer Frakturheilung“noch die Fixation mit zu viel
Scherbewegung als heilungsfordernd herausgesielineiberer et al., 1999).

Obwonhl optimale interfragmentéare Stabilitéat bzwxmaale notwendige Stabilitatskriterien in
den verschiedenen Heilungsstadien noch nicht fiegifgewurden, konnten fir einen
definierten Frakturspalt forderliche Bewegungsausmiaerausgefunden werden (Goodship et
al., 1998, Goodship et al., 1993, Kenwright and @tip, 1989). Bei einem Frakturspalt von
3 mm stellte sich ein interfragmentares Bewegurgsall von etwa 0,5 mm in axialer
Richtung und weniger als 0,8 mm in transversalechiRng als ein die Heilung
beschleunigender Faktor heraus (Wolf et al.,, 1998es et al.,, 1997, Augat et al., 2003,
Klein et al., 2003). Der Einfluss muss dabei aldtithwektional angesehen werden, wobei vor
allem zu grof3e transversale Biege- und ScherkdifteHeilungsverlauf verzégern (Augat et
al., 2003). Hingegen konnte gezeigt werden, dasstidirte axiale Bewegungen oder
Dynamisierungsprozesse einen positiven Einflusdaufrakturheilung haben (Kenwright et
al., 1986, Larsson et al., 2001). Dabei war zu bhebten, dass durch axiale
Dynamisierungseinfliisse die periostale Kallusbilglufriher etabliert wird und deren
enchondraler Umbau sich friher manifestiert, wasemer akzelerierten mechanischen
Stabilisierung fuhrt.

Insgesamt haben sich besonders die mechanisch@mgBaden und die Bewegungsebene in
der frihen Phase der Frakturheilung als sensibeBeeinflussung der gesamten weiteren
Heilungskaskade herausgestellt (Klein et al., 2003) Unterschiedliche
Stabilisationsbedingungen fuhren jedoch nicht nur abweichenden Heilungsresultaten,
sondern verdndern auch den biologischen Ablauf ¢ilungskaskade beziglich
Bindegewebs-, Knorpel- und Knochenbildung zu defiein Zeitpunkten (Schell et al., 2005).
Die rigideren Fixationsbedingungen fuhren UberRlidung eines kleineren Kallus zu einem
rapideren Heilungsverlauf, da dieser Kallus frihmneralisiert. Dieser Kallus zeichnet sich
aul3erdem durch geringere Bindegewebsbildung imesgratHeilungsverlauf und durch eine
verkirzte Knorpelbildungsphase aus (Lienau e28D5, Epari et al., 2006).
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2.4.2. Einfluss der mechanischen Bedingungen auf tesgene

Wachstumsfaktorenproduktion

Wie im Heilungsverlauf durch unterschiedliche metbehe Einflisse die
Wachstumsfaktorenfreisetzung oder die Zelldiffereung modifiziert wird, ist
weitestgehend unklar. Die Auswahl an Arbeiten, dmch bisher mit der
Wachstumsfaktorenexpression als Antwort auf veestdnie mechanische Bedingungen
beschaftigt haben, ist begrenzt. Die Gruppe um uxdiket al. betrachtete an einem
Rattenmodell mit mechanisch induzierter atrophereuBarthrose ohne periostalen
Wachstumseinfluss die unterschiedliche ExpressesrBdne morphogenetic protein (BMP)-
Familie. Dabei zeigte sich die Herunterregulierudgr BMPs im Heilungsverlauf bei
atrophen Pseudarthrosen (Niikura et al., 2006)erdihgs konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass es keine lineare Beziehung zwischen Pseudsethund herunterregulierten
Wachstumsfaktoren gibt, sondern das Verhéaltnis emu Aintagonisten (Noggin/BMP-4) den
biologischen Einfluss auf die Kallusbildung bessgedergibt (Kloen et al., 2002). Nur das
zeitlich und raumlich gut auf einander abgestimwitdtreten von Agonist/ Antagonist und
ihren Rezeptoren fuhrt zur beschleunigten Frakilinhg (Yoshimura et al., 2001a).

Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass der Zusatzh-BMP-7 der Ausbildung einer
Pseudarthrose vorbeugen kann (Hak et al., 2006indat al., 2005).

Die Arbeitsgruppe um Let al. zeigte, dass es in instabilen Frakturheilungsmedeld.h.
ohne Frakturfixation, zu einer vermehrten Chondnege kommt, die durch eine gesteigerte
Expression an Kollagen-Il und Kollagen-X gepragt. iZudem zeigte sich in nicht
stabilisierten Frakturen eine Hochregulation deguRsorgens fur die chondrale Heilung
IHH (Indian Hedgehog) (Le et al., 2001). Im Gegénsdazu konnte jedoch auch gezeigt
werden, dass es trotz adaquter Expression der \Waasimktoren (BMP-2/-4, PDGF, FGF,
TGF-3) zu einem friihen Zeitpunkt der Frakturheilang Pseudarthrosenbildung im weiteren
Verauf kommen kann (Brownlow et al., 2001). Bei lauman Pseudarthroseuntersuchungen
war keine signifikante Downregulation an Wachstwakgiren der BMP-Familie zu erkennen
(Kloen et al., 2002).

Ziel dieser Studie war es deshalb, diesen bishetg&eend unbetretenen Pfad, der
Wachstumsfaktorenanalyse unter unterschiedlichenchamschen Bedingungen ohne
biologische Suppression wie Periostentfernung, zgrieden, um die Biologie der

Frakturheilung besser verstehen zu kdnnen.
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2.5. Wachstumsfaktoren / Extrazellularmatrixkomponenten

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die in leben@eganismen als Signallbertrager fir
Zellen dienen. Wie in experimentellen Studien ggizererden konnte, sind sie dabei Teil
eines riesigen Kommunikationsnetzwerkes, das flipidiferation, Zelldifferenzierung und

Extrazellularmatrixsynthese verantwortlich ist. Sileen somit einen wichtigen Einfluss auf
die Frakturheilung, das Knochen- und Knorpelwaanstwnd die Wiederherstellung von

geschadigtem muskuloskeletalem Gewebe aus (Lielneetra., 2002).

2.5.1. Signaltransduktion der Wachstumsfaktoren an
Zellmembranen

Damit die Wachstumsfaktoren ihre spezifische Wikwuf die Zielzelle austiben kdnnen,
missen sie an Zellmembran-gebundene Rezeptorerenbiridies sind Tyrosin-Kinase-
Transmembran-Rezeptoren fur PDGF; Serine-Threomag€-Transmembran-Rezeptoren
fur TGF-B und BMPs, sowie Zytokin-Rezeptoren fiiretfeukine. Uber second messenger-
Kaskaden werden schlief3lich gewebsspezifische Krgimnsfaktoren aktiviert, die dann fir

die Zellproliferation und Zelldifferenzierung vetamrtlich sind (Abb 2.5.-1).

Secreted Ligand Abb. 2.5.-1: schematisch
h vereinfachte Darstellung der
Nk Receptor Signaltransduktion, d.h. der

Bindung eines Liganden

& (eines spezifischen
Wachstumsfaktors) an den
Target Cell l{ Rezeptor und die

L Protein
Activation

l'l'runslalion

anschlieBende Aktivierung
der mRNA-Produktion im

Nucleus

Transcription RNA Ze”kern ZUur
Factor A ) = mRNA Proteinsynthese (Lieberman
et al., 2002)

2.5.2. Transforming Growth Factor-3 (TGF-R3)

TGF-3 gehort zu einer Familie von verwandten Pneteider TGF-R3-Superfamilie. Dazu
gehdren neben funf Isoformen von TGF-3 (TGF-R1TEH--35), die bone morphogenetic
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proteins (BMPs), growth differentiation factors (6f), Aktivine und Inhibine (Chin et al.,
2004, Rosier et al., 1998). Uber den TGF-R-Rezepypr | und Typ Il wird TGF-RB an der
Zelloberflache gebunden. Nach Bindung des Ligaratenlen Typ lI-Rezeptor bildet dieser
mit dem Typ I-Rezeptor einen Komplex. Dieser setiirch seine Serin-Threonin-
Kinaseaktivitat Uber den SMAD-pathway die Signaisduktion ins Zellinnere fort
(Massague et al., 1994, Derynck et al., 1998).

TGF-3 kommt in multiplen Geweben im Korper vor, dieders haufig jedoch in Knochen,
Knorpel und Thrombozyten. Wahrend der Frakturhglkann man TGF-3 in dem neu
gebildeten Hamatom finden, nachdem er aus Blugbiétt freigesetzt wurde (Robey et al.,
1987, Seyedin et al., 1986). TGF-R ist als Wachstaktor fiir die Proliferation und
Differenzierung von Zellen verantwortlich.

Es konnte immunhistologisch gezeigt werden, dassFieisetzung von TGF-R1 mit der
Proliferation von periostalem Gewebe in der friRd@se der Frakturheilung einhergeht. Die
starkste Anreicherung von TGF-3 konnte jedoch lei Kinorpelzellproliferation und der
enchondralen Ossifikation wéahrend der fortgesamwéh Frakturheilung nachgewiesen
werden (Joyce et al., 1990, Bourque et al., 1993).

Bei Zugabe von TGF-3 zu Osteoblasten in eine Zkllklkonnte eine verstarkte Proliferation
und Differenzierung dieser Zellen nachgewiesen ami@Kessler et al., 2000, Schmidmaier et
al., 2003b).

Bei mRNA-Expressionsanalysen der TGF-3-Superfamilieden ersten 28 Tagen nach
Frakturereignis an Mausetibiae konnte gezeigt werdass TGF-31 wéahrend der gesamten
Frakturheilungsphase exprimiert wird, es jedocen Frihphase vom 1. bis 3. Tag zu einem
Expressionsmaximum kommt (Cho et al., 2002).

TGF-3 entfaltet seine Wirkung jedoch nicht isoliesbndern es besteht eine gegenseitige
Beeinflussung mit anderen, die Frakturheilung ibessenden, Wachstumsfaktoren. Die
kombinierte Applikation und Freisetzung von TGF#fdUuGF-1 aus PDLLA-beschichteten
K-Drahten an frakturierten Rattentibiae konnte eingynergistischen Effekt auf die
Knochenheilung zeigen. Es konnte, anders als beiplikgiion eines einzelnen
Wachstumsfaktors, eine  erhdhte  Biegesteifigkeit  un@elastbarkeit, sowie
histomorphometrisch eine verstarkte Mineralisat@athgewiesen werden (Schmidmaier et
al.,, 2003a). Wahrend der Frakturheilung kénnen aedibhte TGF-[3-Werte systemisch
nachgewiesen werden. Fir diese Werte konnte zuéerigy werden, dass sie bei verzdgerter
Frakturheilung vorzeitig wieder abfallen und damwhié Frakturheilung negativ beeinflussen

(Zimmermann et al., 2007).
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2.5.3. Bone Morphogenetic Protein (BMP) und der Arggonist Noggin

Die BMPs gehoren bis auf BMP-1 zur TGF-3-Superfearder Polypeptide. Sie konnten in
vielen unterschiedlichen Gewebetypen nachgewieszdem z.B. Knochenmatrix (BMP-2, -
3, -4, -7), Gehirn (BMP-6) und Niere (BMP-3, -4) {akou, 1998).

Die BMPs sind 30-38 kDa grof3e Homodimere mit eirégnge von 100-140 Aminosauren.
Die Signaltransduktion an Zellmembranen erfolgtrile¥schiedene Serine-Threonin-Kinase
Rezeptoren (BMPR-II, BMPR-la, BMPR-Ib) und Uber ikct-Rezeptoren (ActR-1l, ActR-
lIb, ActR-lI). Der BMP-Ligand bindet zuerst an einékyp-llI-Rezeptor. Dies ist die
Voraussetzung flur die darauf folgende Bindung demplexes an den Typ-I-Rezeptor, was
die Bildung des aktiven Rezeptor-Liganden Komplexissstellt, der die biochemische
Wirkung des Liganden entfaltet (Heldin et al., 1p93urch die Antagonisten Noggin and
Chordin kann die Interaktion am Rezeptor blockieerden, was eine Selbstlimitierung der
Signaltransduktion darstellt, da diese Antagonfséesetzung durch die Hochregulation von
BMPs hervorgerufen werden kann (Gazzerro et a@8)1L9

Verglichen mit anderen Wachstumsfaktoren (TGF-RGFPhaben BMPs einen selektiveren
Effekt auf die Knochenheilung und es konnten viglsprechende Ergebnisse im Tiermodell
zur Beschleunigung der Heilung nach Applikation dastriert werden (Barnes et al., 1999).
Im Knochen sind BMP-2, -4, -7 vor allem in Bereiohger extrazellularen Matrixsubstanz,
Osteoprogenitorzellen und unreifen und hypertrapéiie Chondrozyten lokalisiert. Sie
werden von Vorlauferzellen produziert und beeirders zudem die Aktivierung von
kortikalen Osteoblasten und die Differenzierung v@steoprogenitorzellen in Osteoblasten
und mesenchymalen Vorlauferzellen in ChondrozyBos{rom, 1998). Im intakten Knochen
exprimieren reife Chondrozyten und Osteoblastenabe keine BMPs. Es kommt jedoch zu
einem starken Expressionsanstieg wéahrend der vedssten Phasen der Frakturheilung
(Bostrom, 1998). Zu Beginn des Heilungsprozessesd viBMP-2/ -4/ -7 um das
FrakturhAmatom herum nur minimal exprimiert. DigpEession nimmt jedoch zu, wenn sich
das Hamatom formiert und mesenchymale Vorlaufeemelin Frakturspalt erscheinen und
proliferieren (Onishi et al., 1998). Immunhistochech konnte bei der Frakturheilung am
Rattenmodell gezeigt werden, dass BMP-2/ -4/ -dan Kambiumschicht des Periosts nahe
den Frakturenden schon in einem frihen StadiumFdekturheilung verstarkt exprimiert
werden (Nakase et al.,, 1994a). Im Rahmen der imnainandsen Ossifikation sind es vor
allem die osteoblastaren Vorlauferzellen, welche die BMP-Expression verantwortlich
sind. Hingegen sind es vor allem die chondralen |Aiderzellen und hypertrophen

Chondrozyten, die die starkste BMP-Expression becthendraler Ossifikation zeigen
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(Bostrom, 1998). Zeitlich gesehen geschieht dieRatienmodell vom 6. bis zum 14. Tag der
Frakturheilung wahrend der Chondrogenese. Auch ewithrder Kalzifizierung und
Geflechtknochenbildung bleibt die Expression hoghliert, so dass es, identisch zur
intramembrandsen Ossifikation, erst wahrend derdlemknochenbildung nach dem 21. Tag
der Knochenheilung zu einer Downregulation der BEMpression kommt (Bostrom, 1998).
In diesen Untersuchungen scheint BMP-2/ -4 in damB&delingphase keine essentielle Rolle
mehr zu spielen. Besonders fir BMP-7, aber auctBfP-4 nimmt die Nachweisbarkeit
jedoch am Tag 14 in proliferierenden und reifen @rozyten zu, wohingegen BMP-2 im
Anfangsstadium der Frakturheilung einen Peak hat arst im spateren Stadium der
Frakturheilung wieder vermehrt exprimiert wird (Céioal., 2002, Ishidou et al., 1995). Doch
nicht nur die Expression der BMPs, sondern auchrdignlich und zeitlich abgestimmte
Expression ihrer Rezeptoren in den Zielzellen iétigp um die Signaltransduktion zu
ermoglichen. Wéahrend der Frakturheilung werdenllakeh die Rezeptoren BMP-R-IA und
BMP-R-IB in mesenchymalen Progenitorzellen des d2&i und in chondralen
Progenitorzellen im Frakturspalt hochreguliert idstu et al., 1995). Noggin wird als
Antagonist des BMP-Rezeptors in osteoblastarenedetlurch den Einfluss von BMP
verstarkt exprimiert. Durch die gesteigerte Syneéhesn Noggin wird die BMP Produktion in
Osteoblasten herunterreguliert, was einen selbstiérenden Einfluss von Noggin auf die
BMP-Expression darstellt (Gazzerro et al.,, 1998k Konnte somit ein spezifisches
induzierbares Bindungsprotein darstellen, das der&timulation der osteoblastaren Zellen
mit BMP verhindern soll, da es in unstimuliertenli@e nicht exprimiert wird (Gazzerro et
al., 1998). Der bedeutende Einfluss von Noggin @ef Knochenentwicklung wird auch
dadurch bestatigt, dass Mutationen des Noggingerskeletalen Fehlentwicklungen fuhren

und Noggin-knock-out Mause nicht lebensfahig siddifiet et al., 1998).

2.5.4. Osteoprotegerin (OPG) / Makrophage-colony-shulationg
factor (M-CSF)

Lange blieb die Interaktion zwischen Osteoklasterd Wsteoblasten unverstanden. Ein
Schritt nach vorn konnte erzielt werden, als Ogstetggerin als ein Rezeptor der TNF-
Rezeptor-Familie von mehreren unabhangigen Forgalygoen entdeckt wurde (Simonet et
al., 1997, Yasuda et al., 1998a). Es handelt satfeidum einen inhibierenden Liganden der
Zell-zu-Zell-Interaktion zwischen Osteoblasten umsteoklastaren Vorlauferzellen. Dieser
Kontakt wird in physiologischer Funktion von demBung des Rezeptors Receptor activator
of NF«xB (RANK) an den spezifischen Liganden-Rezeptor-#&tidr des NFeB-Liganden
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(RANKL) vermittelt und fihrt Gber die RANKL/ RANK-Bdung zur
Osteoklastendifferenzierung und —proliferation (Bsgand Eastell, 2005). Als Kofaktor bei
dieser Aktivierung dient der makrophage-colony-siming-factor (M-CSF), der am
Rezeptor der osteoklastaren Progenitorzellen ansett die Reifungsvorgadnge unterstitzt
(Abb. 2.5.-2). Dieser Komplex scheint damit ein hiBsselregulator fur die Kontrolle der
Knochenmasse zu sein und Einfluss auf die Ostetokjasese zu haben (Kon et al., 2001).
Studien an knock-out Mausen haben zudem gezeigs das Fehlen von OPG zu einer
fortschreitenden Osteoporose fiihrt, wohingegen UOieerexpression von OPG eine
Osteopetrose nach sich zieht (Yasuda et al., 1998lbauer et al., 2000).

Abb. 2.5.-2: (A) Veranderung des

A RANKL/OPG Expressionsmusters
- wéhrend der Osteoblastenreifung; (B)
—— Einfluss von RANKL und M-CSF auf
Differefmtiin die Osteoklastenreifung; (C) Inhibitoin
Osteoblast precursor der Osteoklastenreifung durch OPG
e (Rogers and Eastell, 2005)
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In vitro konnte gezeigt werden, dass die Expression sowamhlOPG als auch von M-CSF
durch verschiedene Zytokine und andere Faktoremfbhesst werden kann. Entsprechend den
bisherigen Erkenntnissen zur Beeinflussung von Keocesorption und Knochenanbau
konnte gezeigt werden, dass OPG unter EinflussT@R-3 und 17R3-Estradiol hochreguliert
wird (Hofbauer et al., 1999a). Dies widerspiegeie dPG-vermittelte Hemmung der

Osteoklastogenese und der verminderten Knochemtesor Durch Parathormon (PTH) und
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Glukokortikoide hingegen konnte die induzierte Doggulation von OPG gezeigt werden
(Hofbauer et al.,, 2000). Fur M-CSF konnte die indwek Hochregulation wahrend
inflammatorischer Ereignisse und die Co-expressioit inflammatorischen Zytokinen
aufgezeigt werden (Hofbauer et al., 1999b). Neben sthwerpunktmalligen Analyse der
OPG-Expressionslevel in Assoziation zur Entwicklwog Osteoporose (Rogers and Eastell,
2005) wurde auch der Verlauf wahrend der Fraktlwhgiim Mausmodell untersucht (Kon et
al., 2001). Hier zeigte sich, dass es zwei Peaksendl des Heilungsverlaufs gab. Der erste
zeigte sich 24h post operationem in der inflammstben Phase mit einem deutlichen Abfall
am dritten Tag. Der zweite Anstieg war wahrend llease der beginnenden enchondralen
Ossifikation am siebten Tag ersichtlich. Im Verh#&t gesetzt zu den
Ossifikationszeitpunkten, zeigte sich, dass OPG bbke der Knorpelbildung, hingegen M-
CSF vorwiegend bei der Resorption der entstandevlatrix hochreguliert wird. Dies

entspricht dem jeweiligen férdernden oder hemmeritiefiuss auf die Osteoklastogenese.

2.5.5. Extrazellularmatrixkomponenten

Der Knochen ist zu etwa 70 % aus anorganischert&ubzusammengesetzt, in der vor allem
Kalzium, Phosphat und deren gemeinsames Produklyaloxyapatitkristall den Hauptanteil
bilden. Die anderen 30 % der Extrazellularmatrndsaus organischen Substanzen aufgebaut.
Hier spielt neben diversen anderen Strukturproteingie Osteopontin, Osteonectin und
Osteocalzin, vor allem Kollagen-I die entscheideRddle, da es tber 90 % der organischen
Matrix ausmacht (Viguet-Carrin et al., 2006). Nelsirsen Strukturproteinen leisten die
Proteoglykane und Glykosaminoglykane als organigshieile der Matrix einen wichtigen

Beitrag fur den strukturellen Aufbau der Interzilsubstanz.

2.5.6. Kollagen-lal, -1l, -Xal

Es existieren in den Bindegewebsorganen nach esutigrkenntnissen mindestens 14
verschiedene Typen der Kollagen-Familie, die ausnigstens 25 verschiedenen
Genprodukten zusammengesetzt sind (Shen, 2005%e Digelzahl von unterschiedlichen
Kollagenen determiniert in ihrer Kombination die pische Zusammensetzung der
Extrazellularmatrix.

Gemeinsam ist den Kollagenen-I und —Il, dass sg& Rdlypeptid eine Tripelhelix aus
verschiedenen Einzelkollagenketten bilden (vanRiest and Garrone, 1991). Kollagen-I ist
ein heterodimeres Polypeptid, das sich aus awteiund einera2-Kette zusammensetzt.
Kollagen-II hingegen ist ein homotrimeres Polypéptlas die Tripelhelix aus drel-Ketten
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bildet (Yamauchi et al., 1989). Die Heterogenitéd ulie Untbersichtlichkeiten der Kollagen-
Terminologie wird auch dadurch noch verstarkt, dissverschiedenen Kollagene im selben
Gewebe auch gemischte heterotypische Fibrillenehilkbnnen (van der Rest and Garrone,
1991). Die beiden Kollagene Typ-I und -Il formes 8Makromolekile langkettige, um jeweils
ein Viertel ihrer Lange versetzte Fibrillen (Yambuet al., 1989). Als fibrillare Struktur der
Extrazellularmatrix ist Kollagen-1 v.a. Hauptmapnmotein des Knochens. Kollagen-Ii
hingegen ist vorrangig im Knorpel vorhanden undttrdort zur strukturellen Integritat und
zur mechanischen Stabilitat bei (Bornstein and Sagp®2). Die frGher angenommene
einfache Assoziation zwischen mehreren Kollagemeden verschiedenen Geweben wurde
durch eine komplexere Ansicht verdrangt. So nahm arg dass Kollagen-I vor allem mit
Kollagen-Ill und Kollagen-V Verbindungen eingeht dunKollagen-Il im Knorpel
hauptsachlich mit Kollagen-XI assoziiert ist. DurcAufklarung der multivariaten
Tripelhelixketten einzelner Kollagentypen und destranslationale Modifikation ist dieses
Bild jedoch Uberarbeitet worden (van der Rest aadd@he, 1991).

Man weil3, dass sowohl wahrend der Frakturheilulsgaach in der Wachstumsfuge wahrend
der Embryonalentwicklung Kollagen-1l von Chondraayt in der Proliferations- und
Maturationszone produziert wird, wohingegen Kolladevon osteogenen Zellen an der
chondroossaren Ubergangszone abgelagert wird (8emebal., 1993). Dies geschieht durch
die dort regelhaft vorkommenden Zellen. Die pesgtest Osteoprogenitorzellen kdnnen,
abhangig vom mechanischen Einfluss, zu Chondrozytlem zu Osteoblasten differenzieren
und produzieren dann ihre typischen MatrixproteiBereits in der sehr frihen Phase der
Frakturheilung wird Kollagen-l in der frakturfernensubperiostalen Region von
osteoblastaren und osteozytaren Zellen produziestlagen-Il wird spater wahrend der
Frakturheilung groR3tenteils von sich differenzielem Chondrozyten in der Phase der
chondralen Kallusbildung vor allem im Frakturspaivischen den Kortizes produziert.
Hingegen wird Kollagen-lI nur von osteoblastarenletelhergestellt (Bland et al., 1999).
Jedoch sind auch Mischzellen nachgewiesen wordén, sdwohl Kollagen-lI und -l
synthetisieren. Diese Zellen der frihen Differenaigsstadien verlieren ihre Funktion nach
48h, wenn sie zu hypertrophen Chondrozyten gesigift (Sandberg et al., 1989, Bland et al.,
1999, Hughes et al., 1995).

Auch bei Studien zur Distraktionsosteogenese komgeteeigt werden, dass es durch den
Einfluss von Dehnungsstress zu einer Transdiffeeenzg der Chondrozyten kommen kann,
bei dem so genannte ovale Ubergangszellen zwis@leondrozyten und Fibroblasten
entstehen (Scammell and Roach, 1996). Diese haben eeranderten Phanotyp, so dass sie

neben der Kollagen-1l Produktion auch zur Produkton Kollagen-1 fahig sind und somit
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Mischformen aus Chondrozyten und osteogenen Zellstellen (Hirakawa et al., 1994,
Yasui et al., 1997, Sato et al., 1998). DurchlaidenChondrozyten ihre Differenzierung zu
hypertrophen Chondrozyten, verlieren sie die Fatgkur Kollagenproduktion. Aus diesen
terminal differenzierten Zellen kénnen auch keingeB@blasten mehr mit der Fahigkeit zur
Synthese von Kollagen-1 entstehen. In einem Osteasdemodell (oc-/oc-) an Mausen
konnte gezeigt werden, dass durch diese genetidtimation auch die Fahigkeit der
spezifischen Expression von Matrixkollagenen madift werden kann. So zeigen auch
proliferierende unausgereifte Chondrozyten die @kt Kollagen-1 zu produzieren.
Hingegen konnten auch reife Osteoblasten in metdyby Knochentrabekeln Kollagen-Ii
und -X synthetisieren, obwohl sie nachweislich keichondrogene Differenzierung
durchlaufen haben.

In vitro konnten zudem auch eine beschleunigte Osteobthf@enzierung und eine
gesteigerte Matrixproteinexpression von Kollagemad OPN durch die Applikation von
BMPs verifiziert werden. Dieser Einfluss konnte stWwan bovinen als auch an humanen
Osteoblastenzelllinien demonstriert werden (Hu.e2805, Lecanda et al., 1997).
Kollagen-X ist ebenfalls ein homotrimeres Polype@us drenl-Ketten mit kurzen, nicht-
helikalen N-terminalen Enden, die untereinanisheritro hexagonale Strukturen ausbilden.
Kollagen-X wird ausschlie3lich beim Knochenwachstuon hypertrophen Chondrozyten
und bei der Bildung des knorpeligen Kallus wahreted Frakturheilung gebildet (Shen,
2005). Es ist somit ein aulerst interessantes Makekil wéhrend der chondralen
Kallusformierung (Linsenmayer et al., 1988). Dielbgische Funktion scheint darin zu
liegen, dass es die Kalzifizierung durch Verandgemnder chondrogenen Matrix erleichtert
(Kwan et al., 1991). Es konnte gezeigt werden, disKollagen-X mRNA-Expression in
hypertrophierten Chondrozyten hochreguliert wirgaclhidem vorausgehend die mRNA-
Produktion von Kollagen-Il und —IX herunterregutievird (LuValle et al., 1989). Das
Expressionsmaximum von Kollagen-X wurde dabei uteliar vor der Ossifikation des
gebildeten Knorpels beobachtet. Dies scheint igeen Vorgang abzulaufen, bei dem
Matrixvesikel (bestehend aus Kalzium und alkalisdPlkeosphatase) sich an Kollagen-X und
—II der Knorpelmatrix binden. In diesen Vesikelrrdvilber die Bindung von Kollagen-X an
Annexin-V, einem Protein der Matrixvesikelmembraer Kalziumeinstrom in die Vesikel
und damit ithre Aktivierung induziert (Wu et al.991, Anderson, 1995). Zudem bewirkt
Kollagen-X eine Aufteilung der chondrogenen Matridie fir die lokal beschrankte
Deposition der Matrixproteine verantwortlich isteiB1 Fehlen von Kollagen-X kommt es zu
einer unspezifischeren Mineralisation, die zu eimstabileren und somit verformbareren

Wachstumsfuge fuhrt (Kwan et al., 1997).
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2.5.7. Osteopontin (OPN)

Osteopontin ist ein stark phosphoriliertes und gykertes 44 kD grof3es Protein, das sowohl
in Korperflussigkeiten als auch in der Knochenmatibstanz vorkommt (Sodek et al., 1995).
Neben dem Beitrag zur Zellregulation durch Beesdgling der intrazellularen
Signalkaskaden (Beeinflussung intrazellularer®*Ca und IR-Level, Tyrosinrezeptor-
Phosphorilierung) in verschiedenen gesunden odworiisen Geweben spielt es vor allem
bei inflammatorischen Abldufen und bei der Regalatier Funktion von Osteoklasten und
Osteoblasten eine wichtige Rolle (Rittling and Demaly, 1999). Diese Wirkung wird Uber die
Fahigkeit zur Bindung als Ligand an Integrine umd GD 44 vermittelt, wodurch es die
Zellmigration und Zelladhasion unterstitzt (Denhandd Noda, 1998). Das Expressionslevel
von OPN unterliegt dabei dem Einfluss von Zytokinginterleukin-1 [IL-1]),
Wachstumsfaktoren (TGF-31, TGF-R32, PDGF) und ViteBy und wird durch diese hoch-
oder herunterreguliert (Denhardt and Noda, 1998).

Im Knochen ist es ein haufig vorkommendes nichtagandses Protein, das bei Zell-Matrix
und Matrix-Matrix-Kontakten als Bindeglied fungiefEs ist besonders in der Zementlinie,
d.h. an der AulRengrenze von Osteonen, anzutreffergs von Osteoblasten abgelagert wird.
Es scheint dabei als Bindeglied zu anderen Matrigkiden wie Kollagen-1 zu fungieren und
damit die physikalische Stabilitdt der Extrazeltoiatrix zu verstarken (McKee and Nanci,
1996). OPN wird aber nicht nur von Osteoblastemdem auch von Osteoklasten gebildet
und bindet an Hydroxyapatitkristalle. Vermutet wethe Mitwirkung bei der Regulaton der
Mineralisation von Knochen (Sodek et al., 2000) kBsnte gezeigt werden, dass sowohl die
OPN-, als auch die Kollagen-I-Expression im Knoclgemch mechanische Beanspruchung
hochreguliert wird und OPN fur das Remodeling imoKlmen eine tragende Rolle spielt
(Miles et al., 1998). Die OPN-Expression ist fue ddnochenbildung und das Remodeling
jedoch nicht essentiell, was aus Versuchen mit kswat Tieren gezeigt werden konnte.
Jedoch lie3 sich bei OPN-Mangel in ovariektomiertéhdusen eine reduzierte
Osteoklastentatigkeit mit fehlender Fahigkeit zumokhenresorption zeigen (Yoshitake et al.,
1999, Rittling et al.,, 1998). Beschrieben ist adBer, dass die sonst beschleunigte
Knochenresorption unter mechanischer Entlastughimesenheit von Osteopontin ausbleibt.
Dies vollzieht sich trotz gesteigerter Proliferationd Differenzierung von Osteoklasten aus
Progenitorzellen (Ishijima et al., 2001). Die ostlastenabhangige Knochenformation wird in
OPN defizienten Tieren ebenfalls unterdrickt (istgy et al., 2001). OPN scheint jedoch

durch mechanische Belastung starker exprimiert 2od@n (Morinobu et al., 2003). Die
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Schwierigkeit die Rolle von Osteopontin zu begmiféiegt auch darin, dass durch die
Variationsmdglichkeiten der posttranslationalen Mikdtion und Phosphorilierung die

biologische Wirkung und die Fahigkeit zur Liganddaraktion verandert wird (Sodek et al.,
2000). Ungeklart bleibt daher die Frage, ob undefeyn der Einfluss von OPN im Knochen

nur als statisches Verbindungsglied oder auchyalamischer Einflussfaktor zu sehen ist.

2.5.8. Matrix-metalloproteinase 9/ 13 (MMP 9/ 13)

Fur eine normal ablaufende Frakturheilung ist nichir eine zeitlich und raumlich
abgestimmte Neubildung von Extrazellularmatrixsabzt notwendig, sondern auch ein
koordinierter Abbau der Matrix. Dies ist eine notwl&ge Voraussetzung fur die Angiogenese
und den sukzessiven Gewebeumbau.

Die MMP-Familie besteht aus vier groéReren Gruppéen Kollagenasen, Stromelysin,
Gelatinasen und so genannten Membrane-type-MMPsrbeii konnten eine Vielzahl
spezifischer Metall-abhangiger Peptidasen enkodiertlen. Diese Zink-abhangigen Enzyme
verbindet viele strukturelle und funktionelle Genmsaimkeiten.

MMP 13 (Kollagenase-3) ist ein degradierendes Enzams vor allem Kollagen-1l (sechsfach
starker), aber auch Kollagen-I und -lll abbaut @ldson et al.,, 1997). Welche Faktoren
Einfluss auf die MMP-13-Expression und deren Reguiahaben, ist noch nicht vollstandig
geklart. Es konnte gezeigt werden, dass auch Rematim (PTH), ein Hormon, was zur
Dekalzifizierung von Knochen fuhrt, die MMP-13-Eegsion in vivo im Knochen
hochreguliert (Uchida et al., 2001). Diese Hochlagon im Knochen konnte auch durch
TGF-3 und BMP-2 nachgewiesen werden (Johanssdn £947).

Verstarkt exprimiert wird MMP-13 von hypertrophehdhdrozyten und Osteoblast-like-cells
(Gack et al., 1995, Stahle-Backdahl et al., 1999)es vollzieht sich wahrend der
Frakturheilung zu Zeitpunkten, wenn die Kallusbiiduihr Maximum erreicht und die
Ossifikation durch Umstellung der Matrixproduktiovon Kollagen-1l auf Kollagen-I
vollzogen wird. Dies wiederspiegelt den Zeitpunkienn wahrend der enchondralen
Ossifikation im Kallus die hypertrophen Chondrozyteabgebaut werden und die
Knochenbildung angeregt wird (Yamagiwa et al., 2998MP-13 wird hier jedoch nur von
osteoblastischen Zellen in der Umgebung von Osastdh, nicht aber von Osteoklasten
(TRAP'-Zellen) selbst gebildet (Hayami et al., 2000). @mwurde gezeigt, dass MMP-13 in
den terminal hypertrophierten Chondrozyten expnimigird, die auch gleichzeitig
Osteopontin exprimieren. Zusammen mit Osteopontias als Adh&sionssubstanz flr

Osteoklasten fungiert, scheinen diese Chondrozgtenit ihren eigen Abbau zu initiileren
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(Yamagiwa et al., 1999). Die Fahigkeit von Ostesblke cells, MMP-13 zu exprimieren,
scheint aber mit der Differenzierung zu reifen ©Obtasten verloren zu gehen (Yamagiwa et
al., 1999).

MMP-9 (gelatinase B) hingegen gehort in die Grupper Gelatinasen. Es wird von
Osteoklasten produziert und spielt eine bedeutétmlee bei der Resorption von Knochen
und beim Abbau von degradierter Kollagen-II reichiatrix (Rice et al., 1997). Zudem ist es
am Abbau von Gelatin, Kollagen-IV und -V und Eladtieteiligt. Durch die Fahigkeit zur
Degradierung der Basalmembran wird ihnen eine Bgieig am invasiven Tumorwachstum
zugeschrieben (Birkedal-Hansen et al., 1993). Zudgistiert ein synergistischer Effekt im
Zusammenspiel von MMP-9 und MMP-13 beim Abbau dedadgens und somit der ECM
(Engsig et al., 2000).

2.6. Problemstellung
2.6.1. Zielsetzung / Arbeitshypothese

Zielsetzung dieser Arbeit war es, den bisher nactuteichend beschriebenen Vergleich der
Expression von chondrogenen und osteogenen Wacsistkioren im Frakturheilungsverlauf
unter unterschiedlichen mechanischen Bedingungebesghreiben. Es sollte der Versuch
unternommen werden die Signaltransduktion und Esioe in festgelegten biomechanischen
Settings zu untersuchen. Hierfir erfolgte am Suoakll die Anlage von zwel
unterschiedlich  steifen  externen  Fixateuren bei icgen  Operations- und
Verlaufsbedingungen. Es wurde zum einen ein rigigigateur externe montiert, der eine
stabile Uberbriickung des Osteotomiespaltes gewsietie und zum anderen ein kritischer
Fixateur externe, der ein erhbhtes Ausmal} an Selwedung zulie3. Die axiale
Bewegungskomponente war dabei jedoch identischr(Epal., 2006).
In Voruntersuchungen des eigenen Instituts mitetablierten Tiermodellen und identischer
Versuchsanordnung wurde festgestellt, dass esramemodifizierten Heilungsverlauf tber
den untersuchten Zeitraum kommt. Die chondrale ®ltmsierte unter instabiler Fixation
langer an und die Mineralisierung trat verzégertl prolongiert auf (Epari et al., 2006,
Schell et al., 2005, Schell et al., 2008). Es egtoljedoch keine Einflussnahme auf die
Frakturbiologie durch z.B. Periostkauterung, sosdiie verzégerte Heilung lediglich auf die
mechanische Instabilitat zurtickzufiihren ist.
Im Rahmen von mehreren Forschungsprojekten wurdesuglet, den Einfluss der
mechanischen Bedingungen auf die ablaufenden PR®aeghrend der Frakturheilung zu
beschreiben (Le et al., 2001, Niikura et al., 2006yviefern jedoch die unterschiedlichen
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mechanischen Bedingungen die molekularen ProzessErdkturheilung beeinflussen, blieb
bisher weitgehend ungeklart. Ziel dieser Arbeit war an einem etablierten Tiermodell mit
bereits beschriebenem unterschiedlichem Heilunggmvlemolekulare Wachstumsfaktoren zu

detektieren, die den unterschiedlichen Verlautlgferen.

Die Hypothesen des Projektes lauten:

1. Es gibt einen erkennbaren Einfluss der mechanis&halilitat der Osteosynthese
auf die unterschiedliche Wachstumsfaktorenexprassiond es kommt
entsprechend des verzogert verlaufenden Heilungspses zu einem quantitativ
veranderten Expressionsmuster an osteogenen Wawdiakdoren.

2. Es zeigt sich im Rahmen der unterschiedlichen Egioaesmuster eine
signifikante Downregulation an osteogenen Wachstakisren bzw. eine
protrahierte und prolongierte Expression an chogeinen Faktoren bei instabiler

Fixation im verzogerten Frakturheilungsverlauf.
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3. Material/ Methoden

3.1. Versuchsanordnung

Die Analyse der Wachstumsfaktoren zu unterschiedhc Zeitpunkten wahrend der

Frakturheilung ist Teil eines umfangreich angelegteorschungsprojektes, bei dem die
MRNA-Expression untersucht werden soll. Dabei simeki Teilprojekte entstanden. Zum

einen die vom Autor untersuchte Analyse der osteegeWachstumsfaktoren und deren
Beeinflussung durch unterschiedliche mechanischaktéirstabilisierung. Parallel zu der

vorliegenden Arbeit wurde die Expression der angimmyn Wachstumsfaktoren analysiert.

Die 48 untersuchten Tiere wurden aus einem vorgagab Pool zufallig ausgewahlt und

dann entweder der Gruppe mit dem rigiden Fixatederae oder der Gruppe mit dem

kritischen Fixateur externe zugeordnet.

Den Schafen wurde im diaphysaren Bereich an déteaanedialen Tibiakante entweder ein
rigider oder kritischer Fixateur angelegt und atie@end eine Osteotomie durchgefiihrt. Die
Tiere konnten nach der Operation voll belasten waodden nach Standzeiten von 7, 14, 21
und 42 Tagen erneut operiert. In dieser Zweitopmraturde das sich mittlerweile gebildete

FrakturhAmatom bzw. das entstandene Kallusgeweb€&rakturspalt entnommen und die

Tiere getotet. Jede der untersuchten Gruppen likatemnsechs Tieren, wobei jeweils 24 Tiere
entweder mit einem rigiden oder einem kritischeraté@ur externe behandelt wurden.

Die erhaltenen Materialien wurden mittels quantieat RT-PCR Analyse auf die angegeben

chondrogenen und osteogenen Wachstumsfaktorersuoker

3.2. Versuchstiere
Die am Versuch beteiligten Tiere wurden vor dersviehsreihe in der Tierexperimentellen
Einrichtung der Charite, Campus Virchow-Klinikum hgdten und versorgt. Die
Genehmigung des Tierversuchsvorhabens wurde dumshLdndesamt fur Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit/ Lanatef$ir Gesundheit und Soziales, Berlin,
erteilt (G 0172/04, G 0127/07).

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 48 desweeibliche Merinomix Schafe. Bei

einem Alter von mindestens 2 Jahren wogen die ™arehschnittlich 77 kg (+/- 10kg).
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3.2.1. Erstuntersuchung der Tiere

Nach Anlieferung wurde der Gesundheitszustand deersihstiere bei einer
Erstuntersuchung sichergestellt. Dies erfolgte iufdberprifung des Gewichts, der
Korpertemperatur, des Zahnstatus, der Herzfequedzlar Atemfrequenz. Die antparasitaren
Behandlung der Tiere erfolgte mit Ivermectin (lvafie Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland).

3.3. Operationsvorbereitung und Narkose

Die Narkose und Operation erfolgte nach einem in F@schungsgruppe etablierten und
standardisierten Modell.

Die Tiere wurden 12 Stunden vor der Operation reérchgehalten, lediglich Wasser wurde ad
libitum dargeboten. Den Tieren wurde zur Vorbemgitlein vendser Zugang in die Vena
cephalica antebrachii gelegt. Uber diesen Zugangdevu 0,5g Thiopental-Natrium
(Trapanal, Fa. Lomberg, Chemische Fabrik GmbH, Konstanz, tédland) pro 50 kg
Korpergewicht zur Sedierung verabreicht. Im Anssbkluwurden die Tiere unter
Laryngoskopkontrolle mit einem Trachealtubus derof8& 9,0 intubiert und an die
Beatmungsmaschine angeschlossen. Hier wurde das mite einem Isofluran-Lachgas-
Sauerstoffgemisch beatmet. Zum Schutz vor Aspmatiarde der Cuff des Tubus hinter dem
Kehlkopf geblockt. Wahrend der Narkose wurden digalgarameter der Tiere durch
Messung der Herzfrequenz, der-Konzentration (durch Pulsoxymeter am Ohr) und@@s-
Exspirationskonzentration tberwacht. Die Atemfrequevurde bei einem vorgegebenen
exspiratorischen C@&Partialdruck von 35-40mmHg auf 10-12 Atemzige/ raingestellt.
Unmittelbar vor Operationsbeginn wurde den Tierem Analgesie ein Bolus von 5ml
Fentanyl 0,5mg (Fentanyl-JansSeRirma, Neuss, Deutschland) verabreicht. Ferrigeken
die Tiere vor Operationsbeginn 100ml Augmentani@knsaure (Augmentafi i.v. 2,2,
GlaxosmithKline GmbH& Co. KG, Minchen, Deutschlarady Antibiotikaprophylaxe und
wurden wahrend des Eingriffs mit Elektrolytldsurgysorgt.

Den Tieren wurde die rechte Tibia enthaart und djidh gereinigt. Die Haut Uber der
medialen Tibiakante wurde mit Povidon-lod (Bradhd®. Braun Melsungen AG,Melsungen,
Deutschland) griindlich desinfiziert und anschliel3der gesamte Korper unter Aussparung

der zu operierenden Stelle steril abgedeckt.
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3.4. Operation

Fixateur externe

Wahrend der Operation wurde den Tieren ein rigioléer ein kritischer Fixateur externe
angelegt. Der rigide Fixateur bestand aus sechar@ebhrauben{5mm, Synthes, Bochum,
Deutschland), die jeweils Uber zwei Klemmbacken mvei Stahlrohren (10mm, Synthes,
Deutschland) verbunden waren (Abb: 3.1.-1 linkg)rdD eine vorgegebene Schablone wurde
der Abstand zwischen den Schanzschrauben auf 2;13gincm- 3 cm- 3,4 cm- 2,1 cm
(Nummerierung der Schrauben von proximal nach Idista eins bis sechs) festgelegt und die
innere Karbonstange wurde mit einer Distanz vomib% zur Haut angebracht.

Der kritische Fixateur stellte einen Rotationsfewatdar. Er wurde dahingehend ausgerichtet,
bei hoher axialer Steifigkeit lediglich Scherbewegen im Frakturspalt zuzulassen. Dieser
Fixateur wurde ebenfalls mit sechs Schanzschraobementischen Abstanden im Knochen
fixiert. Dem unteren Klemmbackensystem sitzt dahdbee auf. Dieses beinhaltet zwei
Ubereinander liegende Kegelrollenlager, welche ak@&len Kréafte aufnehmen und eine
leichtg&ngige Rotation und damit die ScherbewegomBrakturspalt ermoglichen (Abb: 3.1.-

1 rechts). Die Querverbindungsstange hatte einestafdld von 20mm zur Haut (Schell,Lienau
2008).

P | Abb.: 3.1-1

Schematisch dargestellt
—(E T ist links der unilaterale
rigide Fixateur externe
und rechts der kritische
Fixateur externe, bei
dem die gelb
dargestellten
Gleitzylinder eine
erhdohte Rotation und
damit Scherbewegungen
im Frakturspalt zulassen

}Er

- \
7S
-t\‘» a 'J
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Vorgehen

Zum Anbringen des Fixteur externe wurden auf dasdh cutaneum cruris der Tibia eine
Schablone aufgelegt, ausgerichtet und fixiert. Budie Schablone wurden vor dem
Einbringen der Schanzschrauben kleine Hautinzisiogesetzt. In diese Hautinzisionen
wurde, durch die Locher der Schablone, eine Bobehdlrekt auf das Periost aufgesetzt, die
als Richtungsweiser und Gewebeschutz diente. Mierei druckluftbetriebenen 3,5 mm

Spiralbohrer wurden die sechs Vorbohrungen in dmaTgesetzt. Danach wurden die sechs
Schanzschrauben mit einem Handbohrfutter bikorgkagedreht (Abb. 3.1.-2).

Uber einen Distanzhalter wurde die erste Karbomgtamit einer Distanz von 15mm zur

Hautoberflache angebracht (Abb. 3.1.-3). Darliberdedirekt die zweite Stange angelegt
und die beiden Karbonstangen wurden uber zwolf Kidacken als Verbindungselement des
rigiden Fixateur externe mit den Schanzschraubebuwnelen. Uber einen Sageschablone
wurde an einer standardisierten Stelle in der Mie Schrauben (drei Schrauben proximal
und drei Schrauben distal des Osteotomiespaltes) QBteotomieebene festgelegt und
markiert. Nach dem Hautschnitt wurde der Knochemmvamliegenden Muskel- und

Weichteilgewebes stumpf abprapariert.

Abb. 3.1.-2:
Bikortikales
Eindrehen  der
Schanzschrauben
Uber eine
Lochschablone.

Abb. 3.1.-3:
Anbringen der
Klemmbacken mit
einem Distanzhalter
mit einem Abstand
15 mm zur
Hautoberflache.
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Abb. 3.1.-4:
Distraktion des
Frakturspaltes auf 3
mm mit einem
Spacer nach
Otseotomie und
Fixateuranlage.

Abb. 3.1-5:
Vollstandig
montierter
rigider Fixateur
externe vor dem
Wundverschluss.

Mit dem Einsetzen von zwei Homann-Haken unter d@alwurde das umliegende Muskel-
und Weichteilgewebes geschitzt. Die Osteotomie &urdit einem oszillierenden,
druckluftbetriebenen Sageblatt (Schnittdicke = 1 )mmter kontinuierlicher Spulung mit
steriler 0,9% NaCl-Lésung durchgefuhrt. Nach delist@ndigen Durchtrennung der Tibia
wurden die Klemmbacken des Fixateur externe ddgalOsteotomie geldst und Uber einen
Spacer wurde ein definierter Frakturspalt von 3 mingestellt (Abb. 3.1.-4). Der Fixateur
externe wurde in dieser Position festgestellt urzh el es in diesen Spalt einbluten (Abb.
3.1.-5). Schlie3lich wurde die Haut tUber der Ostené verndht und die Wunde mit einer
sterilen Binde abgedeckt und umwickelt.

Das Anlegen des kritischen Fixateur externe erfoigtidentischer Reihenfolge. Der Abstand
der Verbindungsstange zur Haut betrug, bedingtrdden anderen Fixateuraufbau, 20mm. Es
wurde auch hier zum Festlegen eines definiertektlirgpaltes von 3 mm ein Spacer nach
Osteotomie eingesetzt und anschliel3end der Fixatalieser Position stabilisiert (Abb. 3.1.-
6).
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Abb. 3.1.-6
Fertig montierter
kritischer
Fixateur externe
mit distrahiertem
3mm
Osteotomiespalt.

Im Anschluss an die Operation wurde bei den Tieziele Rontgenkontrolle bei 73 kV und
2,5mAs im antero-posterioren Strahlengang durcligefand die Tiere erhielten 1,1ml
Flunixin-Meglumin (Finadyn® RP, Essex Pharma GmbH & Co. KG, Miinchen, Deutadhla
/50kg KGW als Analgetikum subkutan.

Postoperative Wundkontrolle

Bei den Tieren erfolgte taglich eine Wundkontrolleei der die Eintrittspforten der
Schanzschrauben zuerst mit einer sterilen Pingeit&en von Krusten gereinigt wurden und
anschlieBend die Eintrittspforten lokal mit Ethdarlactat (Rivandl, Riedel-de Haen AG,
Seelze, Deutschland) gespult wurden. Das Wundgebigtie mit sterilen Kompressen
trocken getupft und wiederum mit einer sterilen d@mabgedeckt. Die Schafe erhielten bis
zum siebten postoperativen Tag Flunixin-Meglumibkedan als Schmerzprophylaxe.

Frakturhamatomentnahme

An den Tieren mit kurzer Standzeit wurde eine H&maintnahme durchgefihrt, bei den
Tieren mit langerer Standzeit (Uber zwei Wocheflgte die Entnahme des Kallusgewebes.
Diese Gewebeentnahme wurde in einer zweiten Oparatinter Allgemeinanésthesie

durchgefuhrt. Entsprechend der Wundheilung zu derijigen Standzeiten wurden bei den
7d Tieren lediglich die Faden gezogen, bei denehienit langeren Standzeiten musste die
gut verheilte Wunde erneut ertffnet werden. NaahVdenderoffnung wurde das entstandene
Gewebe unter sterilen Bedingungen mit Hilfe ein@nz®€tte und einer Praparierschere
entnommen. Das enthommene Gewebe wurde zur Siahing der RNA in RNAlater

(Qiagen, Hilden, Deutschland) aufbewahrt und ams@behd bei -80°C gelagert.
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Totung der Tiere

Die Totung der Tiere erfolgte intraoperativ unniiitg im Anschluss an die
Gewebsentnahme. Lediglich bei den 7d Tieren edolti¢ Totung erst nach einer Standzeit
von 14 Tagen post Osteotomie, da bei diesen Tieoeh histologische Untersuchungen im
Rahmen eines weiteren Projektes angeschlossenmvurde

Uber einen vendsen Zugang in der Vena cephaliogbeathii erhielten die Tiere anfangs
Thiopental-Natrium (Trapanal 2,5g; Altana Pharma Deutschland GmbH, Konstanz,
Deutschland) zur Sedierung. AnschlieBend wurde Teren hochkonzentriertes Trapahal
I.v. injiziert und in tiefer Narkose 100ml 1M Kafnchlorid-Losung (Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) aldigplege Losung verabreicht.

Der Tod wurde durch Sicherstellung des Fehlenshiologischen Lebenszeichen, Reflexen

und auskultatorisch festgestellt.

3.5. Aufarbeitung der Gewebe

RNA-Isolierung

Alle Arbeiten wurden stets unter sterilen Bedingemgnit RNase-freien Pipettenspitzen und
Einmalhandschuhen durchgefiihrt. Die enthommenerdaravurden sofort in flissigem
Stickstoff Uberflhrt und dann bis zur Probenbeaunipgi bei -80° aufbewahrt.

Die Isolierung dient dazu, die aktivierte Erbinfation (von den Zellen durch Transkription
produzierte mRNA) von der Erbinformation die als ®Morliegt zu trennen. Dabei wurde 1g
des entsprechenden Gewebes (Frakturhamatom bziusg@iebe) in 15ml RLT-Puffer + 3-
Mercaptoethanol (3-ME) (Mischungsverhéltnis 1:10@igma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim Deutschland) gebracht, wobei der RLT-@uffzur Zerstérung von
Zellenmembranen eingesetzt wurde. 3-ME hingegdtestie Bildung von Disulfidbricken
zwischen freigesetzten Proteinen (nach Zelllysehimdern. Das FrakturhAmatom wurde
dann fiir 60 sec mit einem Stabmixer Ultra Tuftag5 Basic (IKA Werke GmbH& CoKG,
Staufen, Deutschland) homogenisiert. AnschlieRenddg; nach Zentrifugation der Proben
(Jouan GR 412 Zentrifuge, Jouan GmbH, Hessen, Brdatsd) fir 10min bei 4.500U/min,
der klare Uberstand in ein neues 50ml Sammelrohrdreerfihrt. Hierzu wurden 15ml
Ethanol 70% (Verhaltnis 1:2), zur Unterstitzung ddembranbindungseigenschaften

zugegeben, durchpipettiert und auf eine Silica-8eibran in einer Filtersédule aufgetragen.

-34 -



Das entnommene Kallusgewebe nach 42d Standzeittdkk@uf Grund der fortgeschrittenen
Mineralisation nicht auf diese Art aufbereitet wamd Hierfir wurde zum Zermahlen des
Gewebes eine Kugelmilhle MM301 (Retsch GnfiBHBaan, Deutschland) mit den
entsprechenden sterilen Gefallen und Kugeln verwehlierbei wurde 1g des gefrorenen
Gewebes in einen vorgekuhlten Mahlbecher gegebdrban30 Hz fur 3 min gemahlen. Das
enthaltene Gewebemehl wurde in 10 ml QI&4®iagen, Hilden, Deutschland) gegeben und
unter intermittierendem Vortexen 5 min bei Raumteragur inkubiert. AnschlieRend wurden
2 ml Chloroform (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschlankinzu gegeben und durch
vorsichtiges Schwenken vermischt. Dieses Gemiscidevdann fur 15 min bei 14.000 U/
min abzentrifugiert und der klare bis triibliche titand wurde in ein neues Tube Uberfiihrt.
Dem Uberstand wurde dann im Verhaltnis 1:2 EthattbPbo zu gefiigt und gut vermischt.
Nach diesen unterschiedlichen Arbeitsschrittendi@r entsprechenden Gewebearten, wurde
nun mit einem gemeinsamen Protokoll fortgefahren.

Hierzu wurden 15 ml des Gewebe-Ethanol-Gemischégialb0 ml Tube mit Saule (RNA)
gegeben und fir 5 min bei 3000-5000 U/ min zengidtt. Dieser Schritt wurde fur die
restlichen 15 ml des Gemisches noch einmal wiedierbee RNA wurde von der Membran
gebunden und Proteine, Nukleasen, DNA und Salzehddugabe der im Kit enthaltenen
Spulldsungen heraus gewaschen. Zuerst wurden 13RWlL-Puffer (Qiagefi, Hilden,
Deutschland) auf die Saule gegeben und abzengifiijgdann 10 ml des RPE-Puffers
(Qiagerf, Hilden, Deutschland). Durch nochmalige Zugabe V&PE-Puffer und
zehnminutige Zentrifugation wurden die restlichepu®en von Ethanol zusammen mit
anderen Verunreinigungen entfernt. Das gewonneltr@atRivurde jeweils verworfen und die
Saule in ein neues Sammelrohrchen gestellt. DuugfalZe von 800 pl RNAse freiem Wasser
auf die Saule und 3 min Zentrifugation bei >10.Q00min wurde die RNA dann aus der
Membran eluiert. Um einen mdglichst groRen RNA &Jtzu gewinnen, wurde dieser Schritt
ein zweites Mal durchgefihrt.

Die so erhaltene reine RNA wurde dann bei -80°@eawahrt.

Photometrische RNA-Konzentrationsmessung

Nach der RNA-Isolierung erfolgte die photometrisét¢A-Konzentrationsmessung, um von
jeder Probe eine identische Menge an mRNA in deiPRR einzusetzen. Die RNA kann
hierbei bei einem Absorptionsmaximum von 260 nmtphm@trisch quantifiziert werden. Als
Kiivette wurde die (50-2000pu1) UVett¢Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet und
die Proben im Eppendorf BioPhotometer V £3&ppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
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analysiert. Die Proben wurden gegen Aqua dest (Aagiainiectabilia Braun, B. Braun
Melsungen AG, Deutschland) gemessen. Zudem wursle/dendltnis der Absorptionswerte
von 260 nm und 280 nm (absortion ratio) betrachtelche eine Aussage Uber die Reinheit

der RNA-L6sung erlaubt.

Reverse Transkription

Nach der Konzentrationsmessung erfolgte das Umibemre(Reverse Transkription) der
MRNA in complementarDNA (cDNA). Die mRNA wird mitéRdomprimern inkubiert, so
dass diese dann die Bindungsstelle fur die RevE&raaskriptase bilden. Somit lasst sich
entsprechend der komplementaren Basenpaarung \Matson & Crick) iber Randomprimer
das ,transcript of interest’ (TOI) amplifizieren.

Fur das Umschreiben wurden 80 ng RNA in den Versaiebatz eingebracht. Dazu wurde 1
pl dNTP (10mM) (BIORON GmbH, Ludwigshafen, Deutsoid), 1l Randomprimer
(BIORON GmbH, Ludwigshafen, Deutschland) und eirstk@lumen Aqua dest (Aqua ad
iniectabilia  Braun, B. Braun Melsungen AG, Deutseid) hinzu gegeben, um ein
Gesamtvolumen von 10 pl zu erreichen. Dieses wkmde abzentrifugiert (Spectrafuge Mini
Centrifuge, Labnet International, Inc., Woodbridg&]SA) und im Thermocycler
(Mastercycler ®, Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch)diidf Minuten bei 65° inkubiert. Die
Proben wurden anschlieRend auf Eis gekihlt. Diegersatz wurden 4ul M-MLV 5x
Reaktionspuffer (Promega GmbH, Mannheim, Deutsah)labul RNAse-Inhibitor (40U/ul)
(Promega GmbH, Mannheim, Deutschland), 4,5 ul Adest zugegben und fir 2 min bei
42°C inkubiert. Zu diesem Reaktionsgemisch wird ddmul MMLV-RT-H (200 U/ ul,
reverseTranskriptase) (Promega GmbH, Mannheim, dobland), auf ein Gesamtvolumen
von 20,5 ul, hinzugesetzt. Nach Zentrifugation veudieser Reaktionsansatz fur 50 min bei
42°C im Mastercycler inkubiert. Hierbei erfolgteedReverse Transkription der RNA-
Einzelstrange in cDNA-Einzelstrange. Um die Inaieiung der Enzyme zu erreichen, wurde
der Reaktionsansatz dann fur 15 min 70 °C inkubiélischlielend, nach wiederholter
Kihlung auf Eis und Zugabe von 1 pl RNase-H (Pram&gbH, Mannheim, Deutschland),
erfolgte eine Verdauung der restlichen RNA flr 2@ bei 37°C.

Die Umgeschriebene cDNA wurde bei -20°C aufbewabhrt.
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3.6. Analysemethoden

Quantitative (Real-time) PCR-Analyse

Um genaue quantitative Aussagen Uber das Expressi@au von Genen zum Zeitpunkt der
RNA-Isolierung treffen zu kénnen, muss man eing@eonannte Real-time-PCR durchfihren.
Auch diese PCR-Reaktion lauft die in sich wiedeehden Zyklen ab. In jedem Zyklus
werden zuerst die DNA-Strange aufgetrennt, indem Wiasserstoffbriickenbindungen der
Basenpaare gelost werden (Denaturierung). Ansandagern sich kurze spezifische
Oligonukleotidsequenzen (Primer) an die komplement&dDNA-Abschnitte des Gens an
(Annealing). An diese Primer lagert sich das Enziag-Polymerase an und verlangert die
entsprechende komplementare DNA-Sequenz (Elongatsmndass eine exakte Kopie der
Template-cDNA hergestellt wird. Somit wird durchedWahl des Primers ein ganz
spezifisches Transcript of interest (TOI) vervidilgi und analysiert. Bei der Real-time-PCR
wird dem Ublichen Reaktionsansatz noch ein floueesmnder Farbstoff zugegeben, dessen
Einlagerung in die amplifizierten Gene vom iCyq|Bro-Rad Laboratories GmbH & Co KG,
Munchen, Deutschland) detektiert werden kann. Imliegenden Projekt wurde die so
genannte SybrGre&{Abgene, Hamburg, Deutschland) -Methode angewerBidirGreefi
stellt dabei einen Floureszenzfarbstoff dar, derjgdem durchlaufenen Zyklus in die
entstehende Doppelstrang-DNA des spezifischen Trgn®f interest (TOI) eingebaut wird.
Dies kann als Absorbtionsanstieg des Fluoreszemaisigm iCycler gemessen werden. Man
erhalt eine Signalkurve, die dem Fluoreszenzanstiegelation zur Zyklenzahl entspricht.
Aus dieser Kurve kann man den treshold-cycleWert) ermitteln, der die Phase des
exponentiellen Kurvenanstiegs widerspiegelt (eiezigeitpunkt der dem Zeitpunkt der
theoretischen DNA-Verdopplung entspricht). Ubersdie GWert kann man vergleichende
statistische Analysen durchfiihren. Durch den Einlraulie entstandenen DNA-Produkte
erhalt man zusatzlich noch die Méglichkeit, im Anlsiss an die Real-time-PCR durch stetige
Temperaturerhbhung von 55°C bis 95°C eine Schmaktpnalyse durchzufiihren. Dies
diente der Uberprifung, dass nur ein DNA-Produkpliiniert wurde.

Fur die Real-time PCR wurde zuerst eine Primersielelerung durchgefihrt, bei der in
einem Temperaturgradienten die optimalen Anneamgeraturen fir jedes TOI
herausgefunden wurden.

Fur die Analyse mit einem Endvolumen von 25ul esere sich folgende Volumenzugaben
als optimal: 12,5ul des iQ™ Supermix (Bio-Rad Lattories, Minchen, Deutschland),
bestehend aus iTaq DNA Polymerase (50 U/ul), 1008@4 6mM MgCl, 1,6mM dNTPs,
40mM Tris-HCI und Stabilisatoren; je 0,5 pl Pringanse und antisense (TIB MOLBIOL
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Syntheselabor GmbH, Berlin, Deutschland); 1 pl Also™ MAX QRT-PCR SybrGreéh
Flourescein-Mix (100x50ul; Abgene, Hamburg, Deulact); 8,5ul HO und 1ul cDNA
(1:10 verdiinnt). Dieser Reaktionsansatz wurde weijls eine Kammer einer 96-Well-Platte
(Abgene, Hamburg, Deutschland) pipettiert, mit &i@lear CAP-Strips (Abgene, Hamburg,
Deutschland) verschlossen und fir 30sec bei 200@irUZzentrifugiert (Universal32 R,
Hettich Zentrifugen GmbH, Minchen, Deutschland)rddgefihrt und Uberwacht wurde die
Realtime PCR auf dem iCycler System (Bio Rad, M@émchDeutschland) mit einem
Zyklenmuster von initialer Denaturierung von vieinMten bei 94°C, gefolgt von 40 Zyklen
bestehend aus 30 sec Denaturierung bei 94°C, 3@ramerannealing bei 62°C und 30 sec
Kettenelongation bei 72°C. Am Ende der Amplifikatierfolgte eine finale Denaturierung fur
1 min bei 95°C. Fur die darauf folgende Schmelz&oanalyse wurden die Proben erst auf
55°C abgekuhlt, um dann kontinuierlich auf 95°Citzthzu werden, wobei alle 10 sec die
Temperatur um 0,5°C erhéht wurde.

Als zu untersuchende TOIs wurden die in Tabelle aifgeflihrten Primerpaare benutzt
(0TGF-31, oBMP-2, oBMP-4, oBMP-7, oNoggin, oOPN,Rf&2, oColl -lal, oColl -II,
oColl-Xal, oMMP-9, oMMP-13, oM-CSF (Tib Molbiol, Bé, Deutschland)). Als
Referenzgen wurde ovines GAPDH (0GAPDH) eingesetzt.
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Name der Primer Sense/ Lange deg Sequenz 53"

antisense Amplicons n bp
0GAPDH se sense 130 CAA ggT CATCCATgACCACTTT
0GAPDH ase antisense Cgg AAg ggC CAT CCACA
oTGF-R31 for sense 90 CAA ggg CTACCACgC CAAT
0TGF-31 rev antisense gTT gTA CAg ggC CAg gAC CT
0BMP-2 se sense 198 CTT TgC ACC AAg ATg AgC
oBMP-2 ase antisense CgC AAC gAT CCAQTC ATT
0BMP-4 for sense 134 TTC CAC CAC gAA gAA CAT CT
oBMP-4 ase antisense gTC gAA gCT Cgg CAg AC
O0BMP-7 se sense 122 CCA ACg TCg CAg AAA ACA
OBMP-7 rev antisense gAT gAT CCA gTC CTg CCA
oNOG se sense 94 ggC TgT ggT CgC AgACCT T
oNOG ase antisense ggA Cgg CTT gCA CAC CAT
OM-CSF se sense 228 CTg AgC CCTgAC CTTCTG CT
OM-CSF ase antisense gCA ggC CCT CAATTT CAA Ag
oCOLL-1al se sense 136 CTg CAACCT ggA TgC CAT TA
0COLL-1al ase antisense TTgTCCTTgggg TTC TTg C
0COLL-2 se sense 228 AgT ggg gCg AQACTg TQATT
0COLL-2 ase antisense CTT TgggTT TgC CATggA TT
0COLL-Xal se sense 95 ggC CgT TTG TTAgTg CCA AT
0COLL-Xal ase antisense TTg ggT CgT AATgCT g g
0OPN se sense 163 gCT CTg Agg AAA AgC AgC TTAA
oOPN ase antisense gAA TTC Tgg ggT TCT Agg AAA gT
0oOPG-2 se sense 133 AgC AgC gAATCA TCg ACT CA
00PG-2 ase antisense ACT gAg CCA gTT Cgg ggT AA
OMMP-9 se sense 95 gTg ATTgAC gACQgCC TTT g
OMMP-9 ase antisense CCA TCT CCg TgC TCT CTA ACA
OMMP 13 se sense 228 gAg CAC CCT TCC CATgACC
OMMP-13 ase antisense AAg ggC TgC ACT gAT CTT TAA

Tabelle 3.1 Verwedete Primersequenz und Lang&daprodukte ,Transcripts of interest” (TOI)

Bei jedem Versuchsansatz wurden fur alle Primeraduiekpntrollen, d.h. ohne Zugabe von
DNA, durchgefiihrt, um Kontaminationen ausschliezenkdnnen. Jeder Versuchsansatz
wurde dreifach durchgefuhrt und damit die Versueing auf Reproduzierbarkeit gesichert.

Zur Auswertung wurde die Methode der relativen Qifiarerung von Genexpression

ausgewahlt.

entsprechende (@Vert erhoben. Von diesem wurde der @Vert des Referenzgens
(0GAPDH) abgezogen, so dass man de@-Wert erhielt f C toi = G 1o1 - G Referenz)-
Zusatzlich wurde entsprechend fur jedes TOI eim@&tedA C-Wert ermittelt

Fur jedes zu untersuchende TOI des rddicteungsgewebes wurde der
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(A G standarg- Aus laborintern ermittelten Werten eines segararojektes mit Schafen, die
eine Standzeit von 4d post Osteotomie hatten, wiindiedes TOI eild CT wert ermittelt @

Ci standare= G to14d— G referen)- ES Wurden dabei ebenfalls 6 Tiere untersuchtiass aus dem
Mittelwert der Tiere der Standard-Wert ermitteltrden konnte. Anschlie3end wurde die
Differenz ausA C; des Untersuchungsgewebes #n@; des Standards errechn&t@; to; - A

C: standar)- Diese Differenz bildet negativiert den Exponeat Basis zwei, so dass man aus
der Formel 2 <Y die quantitativen Unterschiede der Kopienzahl zhésm den

Untersuchungsgeweben darstellen kann.

3.7. Statistische Auswertung

Die experimentellen Ergebnisse der Realtime-PCRJamumit dem Statistikprogramm SPSS
(13.0, SPSS Inc, Chicago, USA) ausgewertet. Degmh der beiden Fixateursysteme
hinsichtlich der Genexpression der untersuchternidfak wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden graphischh Boxplots mit Median und Quatrtile
dargestellt. Hierbei sind signifikante Ergebnisseinb Vergleich kritischer und rigider
Fixateur mit * und Vergleiche im Zeitverlauf vonitischem oder rigidem Fixateur mit **
gekennzeichnet. Extremwerte sind im Rahmen dehigapen Darstellung al8, Ausreilzer

als V gekennzeichnet. Zudem wurden Median uaddairdabweichung betrachtet. Statische
Signifikanz wurde ab einem g 0,05 festgelegt. Beim der Analyse des Zeitverlawda
kritischem und rigidem Fixateur wurde zuséatzlichr dnferoni-Holm-Test angewandt,
wobei pl< 0,167; p2 < 0,025 und p3 <0,05 fir eisgnifikanten Unterschied festgelegt

wurde.
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4. Ergebnisse

Bei der Auswertung der untersuchten Wachtumsfakt@rerde zum einen untersucht, ob es
einen Unterschied der mRNA-Expression zwischeriskiiem und rigidem Fixateur zu den

jeweils untersuchten Zeitpunkten gibt. Zum andergarde untersucht, wie sich die

Expressionswerte unter Fixierung mit einem kriteschoder einem rigiden Fixateur im

Zeitverlauf wahrend der Frakturheilung verandern.

In die Auswertung der Wachstumsfaktoren gingerdféreinzelne Gruppe jeweils sechs Tiere
ein. Ein Tier in der Gruppe der rigiden Fixationtr2l Tagen Standzeit erlitt wahrend der
Standzeit jedoch eine Fraktur im FixateurbereidlesBs Tier musste vorzeitig getbtet werden
und somit aus der Untersuchungsgruppe ausgeschlosseden, da es nicht mehr die

Einschlusskriterien zur Analyse erfillte.

4.1. Quantitative Real-time PCR der Wachstumsfaktogn
4.1.1. BMP-2

Die Auswertung der BMP-2 Expression lasst erkenmass die BMP-2-Expression nach
Stabilisierung der Osteotomie mit einem rigiden af@ur wahrend der untersuchten

Zeitpunkte kontinuierlich ansteigt. Ein statistisolessbarer Unterschied besteht aber nur zum
Zeitpunkt zwischen den Tag 21 und Tag 42+(p=0,004). In der Gruppe der Tiere die mit

einem kritischen Fixateur versorgt wurden, hat sjgzeigt, dass es hier ebenfalls einen
Anstieg des Expressionslevels von BMP-2 gab, algsd ohne signifikante Unterschiede
wahrend der gemessenen Zeitpunkte. Insgesamt waAmgtieg bei kritischer Fixation

geringer ausgepragt als bei rigider Fixation. Vet man die beiden Gruppen

gegeneinander, zeigt sich, dass die rigide Fixatidreiner vermehrten Expression von BMP-
2 einhergeht. Jedoch lasst sich wahrend der ebstielen Zeitpunkte nach 7d und 14d kein
signifikanter Unterschied in der RNA-Expressionzaigen. Einen signifikanten Unterschied

l&sst sich am 21. Tag (f} =0,009) erkennen. Am Tag 42 (p=0,065) wird tenddhbei

rigider Fixation BMP-2 hoher exprimiert, man kanber keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Fixationsgruppen sehen.
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Abb: 4.1. Zeitlicher Verlauf der BMP-2 mRNA-Expresseim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *

BMP-2

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d
Median 1,78 2,19 3,01 7,18

1. /3. Quartil 0,78/ 2,30 2,09/ 2,31 2,00/ 3,54 6,69/ 7,28
Kritischer Fixateur

Median 0,96 1,71 1,41 2,71

1./ 3. Quartil 0,64/ 1,21 1,29/2,20 1,29/ 1,57 2,32/ 4,60

Tab: 4.1. statistische Auswertung der BMP-2 mRNpr&ssion mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile

4.1.2. BMP-4

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der BMP-4 iesgion bei den rigide fixierten

Osteotomien, so zeigt sich ein kontinuierlich aigetieder Expressionslevel von BMP-4*@§
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= 0,002; pk*3 = 0,004). Im Heilungsverlauf mit einem kritischeixdteur zeigt sich, dass es

am 14. Tag einen signifikanten Expressionsanstikg g(p w? = 0,015), die BMP-4-

Expression im weiteren Heilungsverlauf bis zum 48 TJedoch keinen Expressionsanstieg
aufweist. Bei der BMP-4-Analyse zeigt sich zudetass es einen Expressionsunterschied
zwischen der rigiden und der kritischen FixatiobtgiAm 7. Tag ist die Expression von
BMP-4 in der Gruppe, die mit einem kritischen Fewt stabilisiert wurde, tendenziell héher
(p=0,093). Dieses Ergebnis verschiebt sich jedochVerlauf der Heilung, so dass es im
Heilungsverlauf am 42.Tag zu einer signifikant h@neExpression von BMP-4 bei rigider

Fixation kommt (p2= 0,001).
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Abb: 4.2. Zeitlicher Verlauf der BMP-4 mRNA-Expresdeim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *
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BMP-4

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d

Median 1,43 6,02 7,70 24,65

1. /3. Quartil 1,11/ 1,68 4,75/ 6,50 5,87/ 8,22 18,94/ 32,88
Kritischer Fixateur

Median 2,03 5,67 4,99 6,73

1./ 3. Quartil 1,58/ 2,47 4,51/ 6,49 3,91/ 6,05 4,61/ 9,89

Tab: 4.2. statistische Auswertung der BMP-4 mRNpr&ssion mit Darstellung von Median

und 1./3. Quatrtile im Zeitverlauf

4.1.3. BMP-7

Bei der Betrachtung der rigiden Fixation im Verld@$st sich feststellen, dass es zu einem

stetigen Expressionsanstieg kommt, aber nur amT4g. ein signifikanter Expressions-
Unterschied vorliegt (p*5 =0,004). Bei kritischer Fixation kommt es im Vefflau einem

geringen, nicht signifikanten Expressionsanstieggeim Vergleich der BMP-7-Expression

erkennt man zu allen Zeitpunkten eine vermehrter&sgion nach rigider Fixation. So ist ein
deutlich signifikanter Unterschied am 14., 21. dr&d Tag (pk3 =0,002 ; p*4 =0,026; p*5

=0,03) nach Operation im Gegensatz zur kritischgatlen zu erkennen.
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Abb: 4.3. Zeitlicher Verlauf der BMP-7 mRNA-Expresgeim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *

BMP-7

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hdmatom 14d Hamatom 21d Ha@matom 42d
Median 0,43 0,91 1,42 9,54

1. /3. Quartil 0,28/ 0,87 0,70/ 1,12 0,73/ 2,03 5,57/ 11,43
Kritischer Fixateur

Median 0,45 0,27 0,42 0,79

1./ 3. Quartil 0,35/ 0,63 0,12/ 0,58 0,41/ 0,68 0,63/ 1,35

Tab: 4.3. statistische Auswertung der BMP-7 mRNpr&ssion mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile
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4.1.4. Noggin
Betrachtet man die Noggin mRNA Expression uberidetungsverlauf des rigiden Fixateurs

isoliert, zeigt sich ein signifikanter Expressionsteg bereits am 14. Tag (p6: 0,002) und
einen zweiten deutlichen Anstieg am 42. Tag**(E): 0,004). Beim Heilungsverlauf mit

kritischer Fixation kommt es auch zu einem Anstleg Noggin-Expressionam 14. Tag*éﬁ

= 0,009), jedoch ohne signifikanten Anstieg zu dederen Untersuchungszeitpunkten. Beim
Vergleich der RNA-Expression zwischen kritischend uigidem Fixateur externe zeigt sich
in den frihen Untersuchungszeitpunkten kein Unteest Erst am 42. Tag post-OP zeigt sich

eine signifikant erhohte Expression von Noggin Béabilisierung mit rigidem Fixateur

externe (|&6 =0,004).
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Abb: 4.4. Zeitlicher Verlauf der Noggin mRNA-Exies beim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *
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Noggin

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d

Median 0,86 4,83 3,12 30,26

1. /3. Quartil 0,72 /0,97 3,99/7,10 2,43 /4,70 23,51/34,51
Kritischer Fixateur

Median 0,88 2,82 4,20 5,70
1./ 3. Quartil 0,82 /0,90 2,17 /4,22 2,64/5,62 2,46 /7,42

Tab: 4.4. statistische Auswertung der Noggin mRXpr&ssion mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile

4.1.5. TGF-R31

Bei der Analyse der TGF-R1-Expression nach rigi@xation kommt es zu einem
signifikanten Expressionsanstieg am 14. Tag: 8p= 0,002) und am 21. Tag @plo: 0,017)
mit einem tendenziellen Abfall am 42.Tag. Bei detidchen Fixation gab es nur am 14. Tag

1= 0,002) einen signifikanten Expressionsanstiegrgd&echt man die beiden

1
(p **
Fixateursysteme im Verlauf erkannt man, dass esitieler Fixation am 7. (p7 = 0,041)

und 42. Tag (pg = 0,009) zu einer signifikant héheren Expression Gegensatz zum

kritischen Fixateur kommt.
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Abb: 4.5. Zeitlicher Verlauf der TGF-R1 mRNA-Exgres beim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen
kritischem/ rigidem Fixateur *

TGF-18

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d
Median 1,16 2,23 5,17 3,38

1. /3. Quartil 0,98 /1,30 1,74 /2,51 4,49 /5,77 3,09/ 3,65
Kritischer Fixateur

Median 0,75 1,99 1,99 2,45

1./ 3. Quartil 0,61/0,92 1,81/2,02 1,88/2,15 1,69/2,81

Tab: 4.5. statistische Auswertung der TGF-31 mRMg&Ssion mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile
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4.1.6. M-CSF
Vergleicht man die Expression von M-CSF zeigt sicider Gruppe der Tiere mit rigider
Fixateuranlage ein signifikanter Anstieg der Expras am 14. (p+ 12 0,009) und am 21. (p
w3 0,004) Tag. In der Gruppe mit kritischer Fixatiammmt es im Heilungsverlauf am 14.
Tag (p»* 14 0,002) zu einem signifikanten Expressionsab&ait, 21. Tag (p+ 152 0,026)
wieder zu einem Expressionsanstieg. Bei der Aealywischen rigider und kritischer
Fixation, zeigt sich, dass es am 14#?[3: 0,002); 21. (plo = 0,004) und 42. Tag (pll =

0,004) zu einer signifikant hoheren Expressionriggiler Fixation kommt.
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Abb: 4.6. Zeitlicher Verlauf der M-CSF mRNA-Expresdeim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen
kritischem/ rigidem Fixateur *
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M-CSF

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d

Median 1,09 2,27 3,63 4,35
1. /3. Quartil 0,69 /1,30 1,95/ 2,49 3,34/4,22 3,53/4,87
Kritischer Fixateur

Median 1,21 0,76 1,41 2,20
1./ 3. Quartil 1,11/1,36 0,62 /0,86 1,11 /1,48 1,76 /2,28

Tab: 4.6. statistische Auswertung der M-CSF mRNp«&Ssion mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile

4.1.7. OPG

Analysiert man den Zeitverlauf der OPG mRNA-Expm@ssach rigider Fixation, sieht man,

dass nur am 14. Tag @916: 0,002) ein signifikanter Anstieg vorhanden isagegen ist

nach kritischer Fixation nur am 42. Tag%bwz 0,004) ein signifikanter Expressionsanstieg
erkennbar. Beim Vergleich der OPG-Expression zvaschrigider und kritischer
Stabilisierung, erkennt man nur am 21. Tag16p= 0,004) eine signifikant héhere Expression

nach rigider Fixation.
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Abb: 4.7. Zeitlicher Verlauf der OPG mRNA-Expresdieim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *

OPG

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hdmatom 14d Hamatom 21d Ha@matom 42d
Median 1,43 31,52 38,28 83,84

1. /3. Quartil 1,15/1,89 20,65/ 38,15 29,89 /46,80 56,41/ 89,55
Kritischer Fixateur

Median 3,81 17,67 12,68 61,47

1./ 3. Quartil 2421477 5,70 / 23,60 7,13 /14,85 29,35/ 69,95

Tab: 4.7. statistische Auswertung der OPG mRNA-&sgion mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile
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4.2. Quantitative RT - PCR der Extrazellularmatrixsubstanz

4.2.1. Kollagen lal
Im Heilungsverlauf nach Anlage eines rigiden Fixatexterne erkennt man, dass die Koll-

lal mRNA-Expression nach 14. Tagen*(68= 0,002) und am 42. Tag @919 = 0,017)

signifikant hoher exprimiert wird. Nach kritischEixation kommt es am 14. Tag (pzo:

0,004) zu einem Expressionsanstieg. Dieser istcjedteutlich geringer ausgepragt und es

zeigt sich kein weiterer Anstieg im HeilungsverlaBeim Vergleich zwischen rigider und

kritischer Fixation zeigt sich, dass es nach rigki@ation am 14. (913: 0,041) und 42. Tag

(p 14 = 0,002) zu einer signifikant hoheren mRNA-Expressals bei kritischer Fixation

kommt.
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Abb: 4.8. Zeitlicher Verlauf der Koll-lal mRNA-Ergsion beim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *
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Koll-Ial
Rigider Fixateur

Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d

Median 6,55 39,56 37,36 61,20

1. /3. Quartil 5,64 /8,81 33,64 /42,67 34,30/ 43,41 57,40/ 70,98
Kritischer Fixateur

Median 8,37 20,44 29,38 30,72
1./ 3. Quartil 7,36 /9,05 15,25/ 22,75 26,45 /31,97 22,05/ 39,95

Tab: 4.8. statistische Auswertung der Koll-lal mREpression mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile

4.2.2. Kollagen llal

Untersucht man die Expression von Kollagen-llal el der Frakturheilung, lasst sich

zeigen, dass es bei Stabilisierung der Frakturemim rigidem Fixateur externe zu einem

Expressionsanstieg am 14. Tag v{pﬂ = 0,002) kommt. Bei der Stabilisierung mittels

kritischem Fixateur zeigt sich ebenfals eine Argsan 14. Tag (p+ 22 2 0,002). Vergleicht

man die Expression zwischen rigidem und kritisckemateur externe zeigt sich zwar eine

starkere Expression am 14. und 21. Tag nach Rmgis€ixation, es lassen sich aber keine

statistisch signifikanten Unterschiede erkennen.
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Abb: 4.9. Zeitlicher Verlauf der Koll-llal mRNA-Eergsion beim Vergleich kritischer und

rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *

Koll-IIal

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hdmatom 14d Hamatom 21d Ha@matom 42d
Median 0,45 50,13 117,92 3169,35

1. /3. Quartil 0,35/0,80 12,67 /215,98 106,28 /967,64 | 1585,87 / 5474,41
Kritischer Fixateur

Median 0,54 993,74 1542 59 2683,20

1./ 3. Quartil 0,51/0,77 135,1/2056,88 | 400,38/5291,81 | 48,55/7520,21

Tab: 4.9. statistische Auswertung der Koll-llal nfRExpression mit Darstellung von
Median und 1./3. Quartile
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4.2.3. Kollagen Xal

Betrachtet man die Expression von Kollagen-Xal wétirder Frakturheilung im Zeitverlauf,
so kommt es bei rigider Fixation erst am 42. Tag *(63 = 0,009) zu einem

Expressionsanstieg. Im Verlauf bei kritischer Hixatkommt es im Verlauf zu keinem
signifikanten Expressionsanstieg. Vergleicht mae #&xpression zwischen rigider und
kritischer Fixation, so ist am 14. und 21. Tag zeime hohere Expression des Medians nach
kritischer Fixation zu erkennen, eine statistisigmifikanten Expressionsunterschied ist aber

nicht vorhanden.
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Abb: 4.10. Zeitlicher Verlauf der Koll-Xal mRNA-Esgsion beim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *
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Koll-Xal1

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d

Median 0,30 0,60 4,76 477,67

1. /3. Quartil 0,20/0,41 0,20/3,13 1,27 /16,28 427,61/ 627,55
Kritischer Fixateur

Median 0,30 15,20 43,21 390,42
1./ 3. Quartil 0,21/0,45 0,99 /109,85 12,53 /56,02 21,05/1099,64

Tab: 4.10. statistische Auswertung der Koll-Xal rAREkpression mit Darstellung von
Median und 1./3. Quartile

4.2.4. OPN

Bei der Betrachtung der OPN-Expression im Zeitwdrlazeigt sich nach rigider

Frakturfixation, dass es im Frakturheilungsverlaufjedem Untersuchungszeitpunkt einen
signifikanten Expressionsanstieg gibt 14. Tag (p« 24 2 0,002); 21.Tag (p* 252 0,030);

42. Tag (p- 26 0,004). Nach kritischer Fixation kommt es hingegest am 42. Tag (p 27

= 0,041) zu einem signifikanten Expressionsanstieg OPN-Expression. Beim Vergleich

zwischen rigider und kritischer Fixation kommt as allen Untersuchungszeitpunkten zu

einer signifikant h6heren Expression nach rigideafion — 7. Tag (ple= 0,041); 14. Tag

(p+'°=0,002); 21. Tag (p*’ = 0,004) und 42. Tag (B> = 0,002).
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Abb: 4.11. Zeitlicher Verlauf der OPN mRNA-Expresdieim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *

OPN

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hdmatom 14d Hamatom 21d Ha@matom 42d
Median 0,42 1,14 1,93 11,97

1. /3. Quartil 0,36 /0,64 1,05/ 1,49 1,83/3,17 9,77/ 13,25
Kritischer Fixateur

Median 0,88 0,39 0,42 1,96

1./ 3. Quartil 0,63/2,36 0,29/0,47 0,38/0,46 1,12 /3,55

Tab: 4.11. statistische Auswertung der OPN mRNAdSgon mit Darstellung von Median
und 1./3. Quatrtile
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4.2.5. MMP-9
Bei der Stabilisierung der Frakturzone mit einegiden Fixateur externe kommt es am 14.
Tag (p * 28 - 0,002) und am 42. Tag (p- 29 - 0,004) zu einem signifikanten
Expressionsanstieg von MMP-9. Nach Anlage eindsdiren Fixateur externe kommt es erst
am 42. Tag (p* 0 0,041) zu einem signifikanten Anstieg des Exporsdevels. Bei der
Betrachtung der Expression von MMP-9 bei diffeneler Rigiditat l&sst sich erkennen, dass
es nur am 42. Tag (plg: 0,002) zu einer signifikant hoheren Expression MiMP-9 nach

rigider Fixation kommt.
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Abb: 4.12. Zeitlicher Verlauf der MMP-9 mRNA-Exgsi®n beim Vergleich kritischer und
rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *
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MMP-9

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d

Median 1,00 8,52 13,52 173,33

1. /3. Quartil 0,81/1,04 8,13 /10,47 9,94 /14,59 144,77 | 209,25
Kritischer Fixateur

Median 0,97 5,74 8,60 40,38

1./ 3. Quartil 0,77 /1,06 3,25/7,16 5,22 /10,15 14,27 /91,81

Tab: 4.12. statistische Auswertung der MMP-9 mRMNAr&Sssion mit Darstellung von
Median und 1./3. Quartile

4.2.6. MMP-13
Betrachtet man die Untersuchunggruppe nach rigkieationstechnik, so lasst sich ein

Expressionsanstieg am 14. Tag*a(Bl: 0,002) und am 42. Tag @932: 0,004) erkennen.
Vergleichbar verhalt es sich nach kritischer Foxatiso dass hier sowohl am 14. Tag*(3b3:

0,002), als auch am 42. Tag ,(,p34: 0,004) ein signifikanter Expressionsanstieg enkeain
ist. Bei der Auswertung des Frakturheilungsverlanéeh unterschiedlicher Stabilisierung
zeigt sich, dass MMP-13 nach rigider Fixation am #ag (p*zo: 0,004) signifikant hoher

exprimiert wird.
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Abb: 4.13. Zeitlicher Verlauf der MMP-13 mRNA-Exgsien beim Vergleich kritischer und

rigider Fixateur externe und SignifikanzdarstellungZeitverlauf ** und zwischen

kritischem/ rigidem Fixateur *

MMP-13

Rigider Fixateur Hamatom 7d Hamatom 14d Hamatom 21d Hamatom 42d
Median 3,89 62,66 61,22 784,85

1. /3. Quartil 211/7,12 57,55/ 74,55 59,20/ 64,33 761,84 / 805,28
Kritischer Fixateur

Median 5,47 51,92 67,24 236,62

1./ 3. Quartil 3,74 16,20 25,27 162,41 50,31 /82,86 166,90/ 316,44

Tab: 4.13. statistische Auswertung der MMP-13 mHAMAression mit Darstellung von
Median und 1./3. Quartile
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5. Diskussion

Trotz intensiver unfallchirurgischer Forschung ¥arbesserung der Frakturheilung und trotz
der Weiterentwicklung der eingesetzten Materialdgibt die Tibiaschaftfraktur weiterhin
Gegenstand intensiver Forschung, da es noch imm#&0-15% zu Problemen wahrend des
Heilungsverlaufs kommt (Schandelmaier et al., 199%udry et al., 2008).

Die Grunde hierflur sind jedoch sehr vielgestaldigm einen spielt der Unfallmechanismus
eine entscheidende Rolle. Damit es zur Fraktur kristneine grof3e auliere Krafteinwirkung
notwendig, und nicht selten entstehen diese bekéresunféllen (Hochrasanztrauma) oder
es sind Verletzungen im Rahmen eines Polytraumaded hat die Tibia nur eine sehr
geringe Weichteildeckung ventromedial, so dass raekturbegleitend héaufig zu offenen
Frakturen mit ausgepragten Weichteilschadigungemnkb Die Komplikationen mit
Infektion, Kompartmentsyndrom und Weichteilnekrogéhren dabei zu einer verzégerten
oder ausbleibenden Knochenbruchheilung. Durch €lants entsteht aber auch eine stetig
wachsende  Anspruchshaltung der Patienten nachst@otliger Rehabilitation ohne
FunktionseinbulRen. Um bei dem haufig jungen Pagiellektiv diese Anspriiche erfillen
zu konnen und die Invaliditdt zu verhindern, reetitfit sich der hohe Aufwand fur die
unfallchirurgische Forschung.

Betrachtet man die Frakturheilung im Verlauf, sellstman fest, dass die herrschenden
mechanischen Vorbedingungen entscheidenden Eirdlufssie Art und den zeitlichen Ablauf
des Heilungsprozesses haben (Aro and Chao, 19@®ing§ehend wurden Untersuchungen
durchgefuhrt, die den Ablauf der Frakturheilung kilggiv unter unterschiedlichen
Stabilitatskriterien dargestellt und ausgewertdtema(Schell et al., 2005). Es ist jedoch nicht
das Ausmald der Fragmentbewegung im Ganzen, soddergenau zeitlich und raumlich
abgestimmte Bewegung in unterschiedlichen Ebenenfiot die Heilung férderlich oder
abtraglich ist. So benotigt jede Fraktur zu einexstimmten Zeitpunkt ein optimales Umfeld,
um sich an den Heilungsprozess anzupassen. Es kdamit zur Verknupfung zwischen
mechanischen Faktoren und dezidiert abgestimmuondischen Ablaufen. Es existieren fur
mehrere Tiermodelle validierte Expressionsuntersnogbn von Wachstumsfaktoren, die eine
genaue Beschreibung der zeitlichen Expressionsmlistern konnte. Bisher konnte jedoch
nicht hinreichend beantwortet werden, wie unteersthiedlichen Stabilitdtsbedingungen der
zeitliche Verlauf der Expression von chorndrogengm osteogenen Wachstumsfaktoren
beeinflusst wird.

Ziel der Arbeit war es daher, die unterschiedliclixpressionsmuster von osteogenen und
chondrogenen  Wachstumsfaktoren unter besonderer raddéing  differierender
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Stabilitatskriterien zu analysieren. Die spezifesciStabilitatsgrade der Fixateure und deren
biomechanische Spezifitaten konnten dabei in Vensnichungen gezeigt werden (Epari et
al., 2006, Schell et al., 2008).

Die in unserer Untersuchung initial aufgestelltepbihese, dass es im Heilungsverlauf einer
verzogerten Frakturheilung zu einer unterschiediich Expression an osteogenen
Wachstumsfaktoren kommt, konnte bei vielen Faktdrestatigt werden. Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass es zu einer Uber den Zeitrdifierenzierten Hochregulation an
osteogenen Faktoren nach rigider Fixation, bzwemer prolongierten Hochregulation an

chondrogenen Wachstumsfaktoren nach kritscher tistibilisierung kommit.

5.1. Diskussion von Material und Methode

5.1.1. Modell

In der vorliegenden Studie zur Analyse der Fraldiwimg wurde das Schafsmodell
ausgewahlt. Das Modell ist standardisiert und éstiexen biomechanische und histologische
Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten der Frakiiurigp (Klein et al., 2004, Schell et al.,
2008, Lienau et al., 2009, Lienau et al.).

Bei der Auswahl des Modells wurde versucht, eineidgth relevante Situation exemplarisch
und reproduzierbar nachzustellen. Dabei sei abérdau beschrankte Aussagekraft eines
jeden Modells im Hinblick auf die Ubertragbarkeitf alen Menschen und auf allgemeine
wissenschatftliche Statute hingewiesen (Roach.etl@B9). Der Tibiaknochen des Schafs
ahnelt mit seiner Physiognomie und mit seinem $igehen Heilungsverlauf dem des
Menschen und kommt als Modell der menschlichentirakilung der Tibia recht nahe, so
dass er fur vergleichende Aussagen besser geeignsein scheint, als der Knochen von
Ratten, Mausen oder Hunden (Eitel et al., 1981 ,axhaker, 1998, Goodship et al., 1993).
Die in der Studie eingeschlossenen Schafe mit emétteren Gewicht von 77kg @hneln dem
Gewicht des durchschnittlichen adulten Menscher mBechanischen Eigenschaften eines
Knochens hangen unmittelbarer sowohl mit ihrer Fonkund Grosse, als auch mit ihrer
Knochenstruktur zusammen (Roach et al., 1989). Ti@iaknochen des Schafes ist kurzer
und eher queroval im Gegensatz zum langsovalemKknbichen des Menschen. Der Knochen
ahnelt jedoch in seinem Verhéaltnis von Lumen zutkKalisdicke am ehesten dem des
Menschen und steht wie dieser direkt in der Tragaades Beins (Nunamaker, 1998, Hara et
al., 2003). Trotz struktureller Ahnlichkeit zeigicls mikroskopisch eine unterschiedliche
Feinarchitektur, wobei die ovine Tibia deutlich wgar Osteone im Vergleich zur humanen

Tibia besitzt. Durch die veranderte Belastungsviarig bei Quadropoden kann man nur
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bedingt auf eine vergleichbare Belastungssituageachlossen werden. Das Schafmodell
weist jedoch mit einer Frakturheilungszeit von 6v8ochen eine vergleichbar lange
Heilungszeit wie der Mensch auf. Es ist daher dMedell fir den Frakturheilungsverlauf
besser geeignet als Kleintiere wie Ratten oder icr@n.

Trotz der Fahigkeit zur effektiven Entlastung eit@redmalle sind Schafe als Fluchttiere
nicht dauerhaft in der Lage, eine Extremitat adéguaschonen, weshalb sie als Modell der
klinischen Vorstellung der postoperativen Vollb&lag entsprechen (Klein et al., 2003).

Die Tiere stammen aus einem homogenen Pool vombleik-Schafen und die Tiere, die fur
beide Gruppen randomisiert ausgewahlt wurden, sechiégeden sich nicht in Grosse, Gewicht,
Alter und Geschlecht. So wurde versucht, bei vadeaer Individualitat die externen

Einflussfaktoren moglichst gering zu halten.

5.1.2. Osteosynthesemodelle

Die verwendeten Fixateure (rigide/ kritisch) sind der Forschungsgruppe bereits bei
biomechanischen Analysen verwendete Versuchskdust(&pari et al., 2006, Schell et al.,
2005, Schell et al., 2008). Die kritische Fixatiomprasentiert einen rotationsinstabilen
Fixateur, bei dem die Querstange in einem Kugetldigeert ist und Scherbewegungen in
gréRerem Ausmal zugelassen werden. Bei kritschesaidtir zeigt sich auch nach sechs
Monaten Beobachtungszeitraum nach Osteosynthe&g inicner eine mechanisch stabile
Frakturiberbriickung. Es kommt bei 38% der untetsuchliere zur Ausbildung einer
deutlich prolongierten Frakturheilung und somit wlaau einer hypertrophen Pseudarthrose
(Schell et al., 2008). Es zeigte sich zudem im ddgbverlauf nach kritischer Fixation eine
histologisch deutlich prolongierte chondrale Hegsphase (Schell et al., 2008). Im
Gegensatz dazu zeigte sich nach rigider Frakturfirabereits nach sechs bzw. nach neun
Wochen bei den untersuchten Tieren eine radiolbgiseind biomechanisch stabile
Frakturlberbriickung (Epari et al., 2006).

In unserem Tiermodell wurde eine Querfraktur miheen Osteotomiespalt von 3mm
geschaffen. Es sind daher bei dieser Art von Fraghne direkten Kortikaliskontakt der
Knochenenden besonders hohe Anspriiche an diegB&ifdes Fixateurs zu stellen (Hente et
al., 1999). Im Vergleich zum klinischen Einsatz deiin unserer Studie die Grundform der
Pins und der Querverstrebungen beim rigiden Fixateehr grofR3ziigig und stabil
dimensioniert, so dass es zu einer stabilen Ausigikommen kann (Duda et al., 2003b,
Augat et al., 1996, Augat et al., 2003, Larssoal e2001, Behrens, 1989).

- 63 -



Im klinischen Einsatz kann der Fixateur haufig Behwieriger Montageebene oder der
Notwendigkeit der Gelenkiuberbriickung nicht so $tdibnensioniert werden. Betrachtet man
die gesamte Frakturheilungsdauer, so kommt esdrélilterapie mit einem Fixateur haufig zu
Komplikationen, welche einen Verfahrenswechsel eoivg machen. Ein Fixateur externe
wird in den seltensten klinischen Fallen zur véitgtigen Ausheilung der Fraktur ohne
Verfahrenswechsel eingesetzt (Dougherty et al.6R0Bin wichtiger Grund hierfur ist die
Pinkanalinfektion. Diese ist in dieser Studie waldreler Untersuchungszeitraume zu keinen
Zeitpunkt relevant aufgetreten. Dies kann man tde auf die gute tagliche Pinkanalpflege
zuruckfuhren, welche eine vernachlassigbare Quotgainggradigen Pinkanalinfektionen
hervorbrachte. In klinischen und experimentellentddgsuchungen konnte gezeigt werden,
dass die biomechnischen Einflisse durch PindeBigaieurmontage und Gesamtrigiditat des
Fixateurs die Komplikationsrate stark beeinflusgeosco et al., 2001, Anderson and St Jean,
1996, Hyldahl et al., 1991). In Anbetracht des \A#tdms der Tiere als Fluchttiere mit
unkontrollierter  Vollbelastung sprechen die Untelsingen mit den guten
Heilungsergebnissen fur eine gut gewahlte Dimensiang des rigiden Fixateurs externe.
Der kritische Fixateur fuhrt gehauft zu einer vgaiien Frakturheilung, welche schliefilich in
einer hypertrophen Pseudarthrose endet (Schell.,e2@08). In der vorliegenden Arbeit
wurde auf das Kauterisieren des Periosts verzicitetlurch ein biomechanisch instabiles
Fixationssystem gewahlt wurde, welches initial dalie gleiche biologische Potenz, wie
der stabilen Fixation inharent ist. Somit kann deitische Fixateur externe als

Heilungsmodell fir eine verzogerte Frakturheiluegrachtet werde.

5.1.3. Postoperativer Beobachtungszeitaum

Eine endgultig schwierig zu klarende Frage ist,vednn eine Fraktur als geheilt, bzw.
ausreichend durchbaut gilt. Hier muissen sowohl tfonklle als auch strukturelle
Komponenten beachtet werden. Die Determinierung esein adaquaten
Beobachtungszeitpunktes ist somit vorab nicht sicfestzulegen. Als ein madglicher
Endpunkt der Frakturheilung kann der Zeitraum aelges werden, wenn der frakturierte
Knochen die notige Steifigkeit wiedererlangt hain whne externe Unterstlitzung einer
Vollbelastung standzuhalten (Marsh and Li, 1999esP Konsolidierung ist im klinischen
Setting individuell nur schwer vorherzusagen und massen. Als Indikator fir eine
abgeschlossene Frakturheilung konnen deshalb mdirekte Parameter, wie z.B. die
vollstandige radiologische knocherne Durchbauungs dErakturspaltes oder des

Kallusgewebes, das Fehlen der Frakturlinie, dadeRekion IFM oder die schmerzfreie
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Belastungssteigerung der Extremitat herangezogedewgMarkel and Chao, 1993, Gardner
et al., 1996). Dass sowohl die radiologische Begtang der Fraktur, als auch die
Fragmentbewegung aul3erst subjektive Bewertungekntesind, konnten mehrere Studien
eindrucksvoll belegen (Hammer et al., 1985, Edhetral., 1984, Webb et al., 1996). Fir die
individuelle Frakturbeurteilung gibt es somit keinsicheren pradiktiven Indikator zur
abgeschlossenen knéchernen Konsolidierung.

In unseren Voruntersuchungen konnte gezeigt werdigss es in der Gruppe der Tiere , die
mit einem rigiden Fixteur stabilisiert wurden, naihem Zeitraum von 6 bzw. 9 Wochen zu
einer vollstandigen kndchernen Konsolidierung gekam ist (Epari et al., 2006). Mit dem
stabilen Fixateur wird zu diesem Zeitpunkt eineigeete Steifigkeit des Knochens erreicht,
so dass hier schon Prozesse des kndchernen Uminaiiallis vollzogen sind (Schell et al.,
2005). Nach einem Beobachtungszeitraum von 9 Woistele Fraktur adaquat konsolidiert,
so dass das operierte Bein bereits zur Vollbelgstahig ist und die Biegesteifigkeit der der
Gegenseite entspricht (Schell et al., 2008).

Im Versuchsaufbau mit einem kritischen Fixateureext konnte gezeigt werden, dass auch
zum Zeitpunkt 6 Monate nach Osteotomie die Tiemhtnzur Vollbelastung zuriickgekehrt
sind. Nach 6 Wochen postoperativ liegt nach kiescFixation noch eine hoch instabile
Fraktursituation vor. Die biomechanische Steifigkeach 6 Monaten ist auch hier noch
geringer als bei der Frakturheilung nach rigidesakon 9 Wochen postoperativ (Schell et al.,
2008). Es kam zur Ausbildung einer verztgerten taraleilung, welche dann in einer
hypertrophen Pseudarthrose mindete, wodurch diseTgestitzt werden kann, dass die
initialen biomechanischen Stabilitatsbedingungentsareidend flr das langfristige
Frakturheilungsergebnis sind.

Es wurde auf die Untersuchung der Wachstumsfaktaten Zeitpunkt nach 9 Wochen
verzichtet, da vor allem die frihen Ablaufe derKtweheilung analysiert werden sollten.
Perspektivisch kénnte dann bei Frakturen, bei demeninsuffizientes Heilungsergebnis zu

erwarten ware, eine frihe Intervention mit ggf. Watamsfaktorensubstitution erfolgen.

5.1.4. Probengewinnung und Aussagekraft der Analyssethode

Die Methode der quantitativen RT-PCR (qRT-PCR)-Amsalerlaubt die genaue Betrachtung
der mRNA-Expression zu einem bestimmten ZeitpuAkiders als bei der RT-PCR, bei der
man die Expression qualitativ nach Gelelektroph®rasalysiert, sind bei der qRT-PCR

genaue Aussagen zum Expressionslevel moglich.
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Wahrend desVorgangs der RNA-Extraktion tber eitterfnembran wird die ebenfalls in der
Zelle vorhandene DNA verworfen. Es konnte somit aufen DNAse-Verdau verzichtet
werden. In einem Negativversuch konnte zudem geregden, dass aus dem reinen RNA-
Extrakt ohne vorherige Reverse Transkription k&bsmproduktvervielfaltigung mittels PCR
maoglich gewesen ist, und dass nach der Filteruagedhaltenen Produkte ausschliel3lich aus
MRNA gewonnen wurden.

Bei der Untersuchung des extrahierten GewebedemsOsteotomiespalt muss man sich die
Grenzen der Aussagekraft bewul3t machen. Das Frakhatom bzw. das spéatere
Kallusgewebe ist ein sehr heterogenes Gebilde, dmn sich in unterschiedlichen
Kallusregionen im gleichen Zeitraum verschiedeneervon Zellen finden lassen. So konnte
gezeigt werden, dass etwa parallel im periostalahuK die chondrogene Ossifikation tber
Knorpelzellproliferation stimuliert wird und es iminterkortikalen Bereich Uber
intramembrandse Ossifikation bereits zur direkteno¢henbildung durch Osteoblasten
kommt. Eine lokoregionare Zuordnung ist somit améHder RNA-Analyse nicht moglich, so
dass man lediglich Vermutungen Uber die Region demehrten mRNA-Expression
anstellen kann. Weitere Untersuchungen, welche entiche Zuordnung zu einer
bestimmten Zellregion erlauben, waren hier zur Einang der Ergebnisse notwendig.
Ferner ist es auch nicht mdglich zu entscheidea,dais Expressionsniveau einer Einzelzelle
aussieht. Vergleichbar erhdhte Expressionslevelnt@n so durch Uberproportionale
Expression von wenigen Zellen entstehen oder dl@icht gesteigerte Expression in einer
sehr grol3en Zellpopulation (Cho et al., 2002).

Trotz dieser Einschrdnkungen bleibt die qRT-PCReesehr gute Methode, um das

Expressionsmuster von Zellen in seinem zeitlicherlauf darzustellen.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

Eine suffiziente Frakturheilung bendtigt eine aicdrende biomechanische Stabilitat auf der
einen Seite und eine adaquate Blutzufuhr auf dedermm Seite. Nur unter diesen
Voraussetzungen kommt es zur friihen Vaskularisatimh zur Invasion von osteoklastaren
und osteoblastaren Vorlauferzellen, welche die @lage fur die zeitlich genau abgestimmte
Induktion an osteogenen und chondrogenen Wachstktosén sichert (Lieberman et al.,
2002, Lienau et al., 2006). Es liegen bisher kebDaten vor, die bei definierten
biomechanischen Bedingungen bzw. mechanisch ventsigdeilung die Expression von
osteogenen Wachstumsfaktoren analysiert haben. Reitliche Ablauf dieser

biomachanischen Transduktion ist eine Voraussetzung Verstandnis der verzdgerten oder
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ausbleibenden Frakturheilung bei instabilen Fratumum perspektivisch im Rahmen der
klinischen Patientenversorgung Einfluss nehmendnn&n.

Die ausgewahlten Wachstumsfaktoren und Protein&xiieazellularmatrix sollten ein breites
Spektrum an Referenzmarkern fur die Proliferationsd Remodelingphase wahrend der

Frakturheilung widerspiegeln und charakterisieren.

5.2.1. Verzdgerte Frakturheilungsmodelle

Was den Unterschied zwischen einer hypertropheneumetr atrophen Pseudarthrose angeht,
besteht hinsichtlich der molekularbiologischen Ragon weiterhin Uneinigkeit.

Die Unterscheidung zwischen den beiden Erscheiriamgsn ist urspringlich eine
phanotypisch deskriptive radiologische Klassifiarggsmoglichkeit gewesen (LaVelle, 1998).
Bis zu welchem Zeitpunkt man bei einem nicht sigfiz heilenden Knochen von einer
‘verzogerten Frakturheilung” spricht und wann ddsefdang zu einer Pseudarthrose
stattfindet, ist festgelegt. Hiernach liegt eineetRfarthrose vor, wenn man nach einem
initialen Heilungszeitraum von 6 Monaten in den dautigBenden 3 Monaten keinen
radiologisch erkennbaren Fortschritt der Fraktuumg erkennen kann. In der vorliegenden
wissenschatftlichen Untersuchung ist der spatestersichungszeitpunkt sechs Wochen nach
Osteosynthese festgelegt. Per Definition handelt sesh dabei im Rahmen der
Instabilitatsuntersuchung, bis dato um eine ver#ége Frakturheilung. Aus
Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass igictiRahmen der Instabilitat jedoch
gehauft eine hypertrophe Pseudarthrose entwickehd]ll et al., 2008).

Dem vorliegenden Modell wohnt, ohne die sonst beeudarthrosen durchgefuhrte
Periostkauterung, die volle biologische Potenz Eakturheilung inne, so dass das Modell
hier trotz des frilhen Untersuchungszeitpunktedaldell fir eine verzégerte Frakturheilung
bzw. Pseudarthrosemodell betrachtet werden kann.

Man hat lange Zeit angenommen, dass sowohl beatdgphen als auch bei der hypertrophen
Erscheinungsform die Instabilitat der Frakturibéckung eine entscheidende Voraussetzung
zur Entstehung der Pseudarthrose ist, die untedlathie biologische Zellaktivitat dann aber
die jeweilige Auspragungsform hervorruft (Buckwalés al., 1996b). Die Annahme, dass die
Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose durch emmireichende Gefal3versorgung des
Kallus hervorgerufen wird, konnte jedoch teilwesetkraftet werden. Es zeigte sich bei
histologischen Untersuchungen des Kallusgewebes dimphen Pseudarthrosen am
Menschen, dass es nicht zu einer verminderten ®iahtBlutgefassen kommt (Reed et al.,

2002). An einem atrophen Pseudarthrosemodell b#eR&onnte gezeigt werden, dass es
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zwar in der frihen Heilungsphase nach 1 Woche rzer elerminderten Gefal3bildung kommt,
diese bei Untersuchungen am fortgeschrittenen Kalach 8 Wochen nicht mehr
nachweisbar ist (Reed et al., 2003). Auch Volpen al. konnten zeigen, dass es
interessanterweise bei der Ausbildung einer atnopRseudarthrose lediglich zu einer
bindegewebigen Frakturiberbrickung kommt, eineldgasetzte Vaskularisation aber nicht
nachweisbar war. Der entstehende Bindegewebskaliu$ dabei aber nicht durch das
Periost, sondern wahrscheinlich durch das umlieg&elvebe getriggert (Volpon, 1994).
Insgesamt kommt es zu einer verzogerten oder ahshten Wachstumsfaktorenexpression
bei der experimentellen Erstellung einer atrophseuBarthrose. Aus Arbeiten von ktal.

ist ersichtlich, dass sich die Expression von Waghsfaktoren, in Abhangigkeit von der
Stabilitat der Frakturiberbriickung, verédndert (Lie ak, 2001). Entsprechend diesen
Ergebnissen entwickelte die eigene Arbeitsgruppe These, dass die unterschiedliche
Stabilitat eine adaptierte Art der Angiogenese WMaskularisierung nach sich zieht, mit
verminderter  Expression von Angiogenesefaktorere WIEGF nach unzureichender
Frakturfixation. Abhangig vom Ausmald der Revaskséiron kommt es nicht nur zu einer
zeitlich veranderten Knochenformierung, sondernemer Knochenbildung, die vor allem
durch eine verlangerte und verstarkte Knorpelbigdgekennzeichnet ist (Lienau et al., 2009).
Die mechanische Stabilitat und damit verbundernvdi@nderten Zytokinmuster beeinflussen
somit die Differenzierung der mesenchymalen Zellanchondrogene oder osteogene
Vorlauferzellen (Lienau et al., 2005).

Das zumeist verwendete wissenschaftliche Modell atesphen Pseudarthrose ist jedoch
durch andere Pramissen gekennzeichnet. Die at®Bpladarthrose wird zumeist Uber eine
Kauterisierung des umliegenden Periosts am Fradlirbergestellt, so dass das Periost als
Quelle fur die Wachstumsfaktorensynthese nicht nmehadaquaten Ausmal3 zur Verfigung
steht. Die Vaskularisierung und somit die Knochgereration findet damit nicht vorrangig
im periostalen Kallusbereich statt, sondern im rirdgmentaren Bereich der
Knochenkortikalis (Brueton et al., 1990). Jedochrfiauch die spéte gute Vaskularisierung
im Pseudarthrosemodell nicht zu einer suffizierteakturheilung (Reed et al., 2003). Die
Gruppe um Brownlow et al. konnte dabei zeigen, dass es in einem atrophen
Pseudarthrosemodell an Kaninchen zu keiner adagwatechstumsfaktorenexpression zum
Untersuchungszeitpunkt nach 8 Wochen gekommeBiistvnlow et al., 2001). Ein deutliche
Herunterregulation im atrophen Pseudarthrosemddelhte auch in der Arbeitsgruppe um
Niikura et al. nachgewiesen werden. Hier kam es (ber den bettecht
Untersuchungszeitraum hinweg zu einer signifikaritenderexpression von BMP-2, -4, -7

und Noggin ab dem 7. postoperativen Tag (Niikuralgt2006). Wahrend der sehr friihen
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Untersuchungszeitraume nach 3 Tagen ist hingegeh kein Expressionsunterschied zu
erkennen gewesen.

Dass die Periostkauterung nicht zwangslaufig zeremtrophen Pseudarthrose fiihrt, sondern
zu 54% auch eine hypertrophe Pseudarthrose zue HFaben kann, konnte bei Versuchen
von Volponet al.gezeigt werden (Volpon, 1994).

Eine Untersuchung von Kwongt al. zeigte, dass man bereits zu einem frihen
Untersuchungszeitpunkt erkennen kann, dass es ithm&a der Ausbildung einer
Pseudarthrose zu einer reduzierten Expression vidif Bnmunhistologisch kommt (Kwong
et al., 2009). Die Detektion der Pseudarthrose dasl Verstandnis der Biologie ist die
notwendige Voraussetzung zur Etablierung therapehgr Interventionsmaoglichkeiten.

Um entstandene Pseudarthrosen durch Wachstumsfakpplikation zur Ausheilung zu
bringen, wurden zahlreiche experimentelle Untersagen durchgefihrt. BMPs werden
hierbei als geeignete applikationsfahige Wachstakisfen angesehen, welche die
Frakturheilung beschleunigen, wenn sie in die knakgion eingebracht werden (Gerhart et
al., 1993). Andere Versuche hingegen zeigen, desg\poblikation zeitlich abgestimmt auf
den Frakturheilungsprozess erfolgen sollte. Diedi@nlage ist hier jedoch sehr heterogen.
Die Gruppe um Betzet al. konnte hier zeigen, dass am Mausmodell die vermége
Applikation von BMP-2 am Tag 5 oder 10 nach Osteoéoeine verbesserte mechanische
Stabilitat und eine gesteigerte Mineralisierunguveacht (Betz et al., 2007). Im Vergleich
hierzu war die intraoperative Applikation am Tagder Tag 1 deutlich weniger wirksam.

An Schafen konnte die frihe Applikation von BMP-DNA als adenoviraler Vektor
ebenfalls nicht zu einer verbesserten Frakturhgifiihren (Egermann et al., 2006).

Durch die verzdgerte Applikation von Wachstumsfagatoim Sinne von Platelets rich Plasma
(PRP) bei atropher Pseudarthrose konnte bei allatersuchten der Defekt zu einer
Ausheilung innerhalb von etwa 4,9 Monaten (2-8 Menagebracht werden (Sanchez et al.,
2009). Dies ware auch mit unseren Beobachtungen déx@ Anstieg an BMP-2 mRNA-
Expression zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt &eakturheilung und somit einem
verzogerten Applikationsbedarf an BMP-2 vereinhamsere Ergebnisse zeigen, dass es bei
stabiler Fixation der Fraktur zu einem Expressiossag von BMP-2 am 21. Tag kommt.
Dieser Anstieg ist bei mechanischer Instabilitdthhizu beobachten, so dass hier ein
Parameter fur eine frihe Detektion einer Pseudsséhzur Verfligung stinde. Auf einem
niedrigen Level werden auch zu den frihen Untensngbzeitpunkten nach 7 und 14 Tagen
schon BMP-2 und BMP-4 exprimiert, was den mangein@mfluss der friihen Applikation
unterstreichen kénnte. Es gibt jedoch auch Studienzeigen, dass sich auch durch die frihe

Applikation von BMP-2 eine verbesserte Frakturhajerzielen lasst (Einhorn et al., 2003).
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Dies unterstreicht auch die ubiquitdre Potenz vaviPER2 als Wachstumsfaktor fir die
Frakturheilung.

Hingegen zeigt BMP-7 in unseren Untersuchungenrs@m 14. postoperativen Tag eine
gesteigerte  mMRNA-Expression bei stabiler FixatioBine frihere Applikation zur
notwendigen Progredienz der Frakturheilung ware tdenkbar. So zeigt auch die initiale
Applikation von rhBMP-7 im Frakturspalt, dass hierch die Ausbildung einer atrophen
Pseudarthrose verhindert werden kann (Makino e2805, den Boer et al., 2002). BMP-7
wird bei unseren Untersuchungen bei stabiler Faxatind fortschreitender Frakturheilung
stets starker exprimiert als bei instabiler Stal@hung. Gemal unseren Untersuchungen mit
dem entsprechenden Expressionsanstieg von BMP-2ukahn man annehmen, dass die
verzogerte Applikation die Frakturheilung entscleeider beeinflusst, wohingegen bei BMP-

7 kontinuierliche Applikation Uber den gesamterkireheilungsverlauf wiinschenswert.

5.2.2. Expression der osteogenen Wachstumsfaktorenin
Abhangigkeit von der Frakturstabilitat

Wahrend der Frakturheilung lauft eine koordiniét#elungskaskade ab, die mit der regularen
embryonalen Knochenentwicklung vergleichbar istr@Bmfeld et al., 2003). Hierflr ist eine
komplexe Interaktion aus mesenchymalen und vaskular Vorlauferzellen,
Wachstumsfaktoren und der Extrazellularmatrix notvg. Die notwendigen Zellen
stammen aus dem Blut, dem Periost, der Knochekhkdigj der Knochenmarksregion und
dem umgebenden Gewebe. Man kann zum besseren nstades Ablaufs der
Frakturheilung diese in drei sich (Uberlappende @&hasaufteilen [Inflammation,
Proliferationsphase mit Knorpelformation und Kndregorption mit priméarer
Knochenformation, sowie sekundare Knochenformietriremodeling] (Ai-Aqgl et al., 2008).
Damit der gesamte biologische Prozess ablaufen, kdnd Signalmolekile notwendig, die
ebenfalls in 3 Gruppen eingeteilt werden kdnneninflammatorische Zytokine; 2.) Faktoren
der TGF-R-Superfamilie und 3.) angiogenetische dfakt In diese TGF-3-Superfamilie
gehoéren die verschiedenen BMPs, TGF-3 und GDFs. -BMP, und -7 scheinen eine
entscheidende Rolle bei der Initialisierung derkirdeilung zu spielen (Schmitt et al.,
1999).

Aus unseren histologischen Untersuchungen ist ldhels, dass bei rigider Fixation das
FrakturhAmatom zum Zeitpunkt 7 Tage nach Operatarh vorhanden ist, sich aber bereits
zurtckbildet. Es wird ersetzt von Bindegewebe. AragTl4 postoperationem ist das

Hamatom nur noch in Resten vorhanden und es begienKnorpelformation. Nach 21
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Tagen findet bei rigider Fixation die Knochenbildurvor allem durch enchondrale
Ossifikation statt (Schell et al., 2005). Diese lzieht sich im Kallusinneren und der
Interkortikalregion. Am lateralen Kallusrand zegith zur Uberbriickung eine zunehmende
Geflechtknochenbildung im Bereich des periostalemllus. An den Fronten der
Ossifikationszentren kommt es noch nicht zu eiristandigen kndchernen Uberbriickung.
Es ist noch eine Knorpelzwischenschicht vorhandem, der sich hypertrophierte
Chondrozyten befinden. Die Kallusformation erreibigr ihr gréRtes Ausmalfd und fallt bei
rigider Fixation anschlielend wieder ab. Am TagkéiZnmt es zu einer fortschreitenden
Mineralisierung des Kallusgewebes. Der periostalallus ist nun vollstdndig von
Knochensubstanz durchbaut. An den kalldsen Aussamgn zeigen sich nun grof3e Mengen
an Osteoklasten, welche nun die dortige Knochempéso einleiten. Zudem ist die
Interkortikalregion schon kndchern Uberblckt (Egarl., 2006).

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei kritischer Fixahoch ein deutliches Hamatom am Tag 7,
welches aufgrund der Instabilitdt durch rezidiviete Blutgefassruptur persistiert. Am Tag
14 konnte noch keine Knorpelformation detektiertrdesm. Diese erscheint in kleinen
Gruppierungen erst am Tag 21 und zeigt am Tag @ eihebliche Variationsbreite, welche
auf die sehr heterogene Heilung zuriickzufiihrerfLi®nau et al., 2009). Auch am Tag 42
konnten nur angedeutete periostale Knochenformatientdeckt werden, ohne dass es zu
einer kndéchernen Frakturspaltiiberbriickung gekomsten

In der vorliegenden Arbeit stieg die Konzentrateom BMP-2, -4 und -7 bei rigider Fixation
kontinuierlich an, so dass die maximale Expressmum Zeitpunkt 6 Wochen nach
Osteotomie vorhanden ist. Eine signifikant h6heRNA-Expression konnte fir BMP-2 bei
rigider Fixation am 21. Tag nach Operation nachgeem werden. Dies korreliert mit
histologischen Beobachtungen, dass es zu diesentpudkt zu einer vermehrten
Knochenbildung durch enchondrale Ossifikation kommiese Ossifikation kann bei
suffizienter Frakturiiberbrickung durch einen rigideixateur externe weiter fortgesetzt
werden, so dass es am Tag 42 post operationenr weitinem Anstieg der BMP-2 mRNA-
Expression kommt. Somit scheint BMP-2 progredieat bunehmender Mineralisierung
exprimiert zu werden. Die grof3e Streuungsbreite,bdii kritischer Fixation zum Zeitpunkt
nach 6 Wochen bei der BMP-2 Expression aufgetnsteischeint mit der gro3en Variabilitat
des Heilungsergebnisses zu korrelieren, da esrimdi@bilen Gruppe in etwa 37% der Tiere
zu einer Pseudarthrosenbildung ohne kndcherne ufidddrbrickung kommt (Schell et al.,
2008).

Einen signifikanten Expressionsanstieg bei rigidieation wurde bei BMP-4 erst am Tag 42

nach Osteotomie beobachtet. An den gemessenerudeigm am 7., 14. und 21. Tag nach
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Osteotomie war die mRNA-Produktion trotz untersdhaeher Stabilitat der beiden Fixateure
auf einem beinahe identischen ExpressionslevellaBst sich daher vermuten, dass die
MRNA-Expression von BMP-4 an die fortschreitendédtrerne Kallusbildung bzw. die
zunehmende Mineralisierung gebunden ist. Die frilPkease der intramembranésen
Ossifikation scheint keine Uberexpression von BMRw bewirken. Nach Anlage eines
kritischen Fixateurs konnte auch zu einem spéatetersunchungszeitpunkt keine gesteigerte
BMP-4 mRNA-Expression nachgewiesen werden. Die esp@kpression ist somit an
mechanische Stabilitdt und knécherne Umbauvorg@ebenden. Bei BMP-7 kam es jedoch
schon in der friheren Phase am 14. Tag nach Operati einer gesteigerten Expression. Im
Gegensatz wurde es bei instabilen Frakturverhgknisauch am 42. Tag nur insuffizient
exprimiert. Es kdnnte somit um einen Marker handkdn fir die Ossifikation unter stabilen
Frakturbedingungen charakteristisch ist. Weiteretethuchungen ware jedoch hierfur
notwendig.

Die Analysen der BMP-Expression in der Literaturdsinsgesamt sehr inhomogen und lassen
auch auf Grund der diversen Tiermodelle kein eifibbes Expressionsbild erkennen. Zu
Beginn des Heilungsprozesses scheint BMP-2/ -4dri7 das FrakturhAmatom herum nur
minimal exprimiert zu werden. Das Expressionslemghmt jedoch zu, wenn sich das
Hamatom beginnt zu formieren und mesenchymale Mtetaellen im Frakturspalt
erscheinen und proliferieren (Onishi et al., 1998)munhistochemisch zeigte sich bei der
Frakturheilung am Rattenmodell, dass BMP-2/ -4duch schon in einem frihen Stadium der
Frakturheilung in der Kambiumschicht des Periostsenden Frakturenden exprimiert wird
(Nakase et al., 1994a&remal wissenschaftlichen Erkenntnissen, kann rearadlaufenden
Prozess der Knochenheilung in intramembrandse nodoadrale Ossifikation unterteilen. Es
zeigte sich, dass bei der intramembrandsen Heilningzunehmender periostaler Reaktion
und Knochenanlagerung die dortigen osteoblastéederzvermehrt BMP-2/ -4 exprimieren.
Die Zahl der BMP-2 exprimierenden osteoblastarefieZenimmt solange zu, bis der
Geflechtknochen zu Lamellenknochen umgebaut wirdweiteren Verlauf dieses Prozesses,
ca. 3 Wochen post operationem, nimmt sowohl dieamsastare Zellzahl, als auch die
Expressionsstarke in dieser Frakturregion ab (Bostr 1998). Obwohl BMP-2 als
extrazellularer Transmitter fungiert, kommt es iesgr Frakturregion nicht zur héhergradigen
extrazellularen Expression von BMP. Die Arbeit V@ostromet al. zeigt hingegen, dass im
enchondralen Heilungsprozess die chondralen Vataafien und unreifen Chondrozyten die
starkste Expression von BMP-2 und -4 aufweisentligiei gesehen, geschieht dies im
Rattenmodell um den 6. bis zum 14. Tag der Frakilithg wahrend der spaten

inflammatorischen Phase und der frihen Chondrogertgsi den reifen und hypertrophen
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Chondrozyten nimmt sowohl die Zahl der produzieegndellen als auch deren Intensitat der
Expression deutlich ab. Mit der beginnenden Katatfion und Geflechtknochenbildung steigt
die Expression von BMP-2 und -4 wieder exponentell Erst wahrend des kndchernen
Umbaus und der fortschreitenden Lamellenknochenbdd nach dem 21. Tag der
Knochenheilung kommt es zu einer Downregulation BetP-Expression (Bostrom, 1998).
Betrachtet man die verlangerte Heilungszeit beashim Verhaltnis zum Rattenmodell, so
wirde der genannte Expressionsanstieg von BMP-2in-4er Phase der chondralen
Knochenheilung und dem beginnenden kndchernen Unelpésprechen und mit unseren
Zeiten und Beobachtungen korrelieren. Jedoch istaggich, inwiefern man die Expression
von Proteinen in Zellen mit der mRNA-Expressiontlzd vergleichen kann. Zudem wurde
die sehr friihe inflammatorische Phase bei unsergarsuchungen nicht dargestellt.

In der Arbeit von Chet al zeigte sich, dass besonders BMP-7 aber auch Biifdem 14.
Tag der Heilung in proliferierenden und reifen Ctiazyten verstarkt exprimiert wird.
Hingegen zeigt sich, dass BMP-2 im AnfangsstadiemFtakturheilung einen Peak hat und
dann erst in spateren Stadien der Frakturheilumglevivermehrt exprimiert wird (Cho et al.,
2002, Ishidou et al., 1995). Die frihe Expressiamddét vor allem am 1.-3. Tag der
Frakturheilung statt, wenn sich die mesenchymaleriddferzellen beginnen zu proliferieren
und zu differenzieren. Dies legt die These nahss dsesonders BMP-2 als Regulator und
Trigger fur die Frakturheilungskaskade fungiertndeieingeschrankte Rolle scheint BMP-2
jedoch in der Phase des Knochenremodelings wahdsrd Frakturheilung zu spielen
(Bostrom, 1998).

Verglichen mit der Expressionsanalyse von Niikataal. an Pseudarthrosemodellen konnte
auch bei unserer Analyse festgestellt werden, dasbei BMP-4 und -7 zu einer starken
Downregulation nach mechanischer Instabilitdt konfMitkura et al., 2006). Bei in vitro
Studien an Osteoblasten zeigte sich, dass BMP-2ldreKnochenbildung friher exprimiert
wird als BMP-4 und die Expression von anderen Bid#auliert (Chen et al., 1997). Diese
frihere Hochregulation konnte auch in der vorliegm Untersuchung beobachtet werden.
Sie ist jedoch an die mechanische Stabilitat geband

Die BMP-Expression darf aber nicht isoliert bettathverden. Die Balance zwischen BMPs
und deren Antagonisten ist essentiell fur die megblt ablaufende Frakturheilung. Die
Expression von Noggin korreliert mit der Expressiam BMP-4. Es kommt sowohl bei
rigider, als auch bei kritischer Fixation am TagzZl4einem Expressionsanstieg. Am Tag 42
hingegen kommt es nur bei rigider Fixation zu einel@utlichen Expressionsanstieg
gegenuber der kritischen Fixation. Dies kdnnte deigter Literatur beschriebenen Abfall der

BMP-Expression wéarend der anschlieenden Remogdlase voraus gehen (Bostrom,
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1998). Noggin und BMP-4 scheinen sich, wie in diéeriatur bereits beschrieben, gegenseitig
zu bedingen und somit die Knochenheilung zu bags#én (Yoshimura et al., 2001b). Die
Hochregulation von BMPs zieht eine vermehrte Exgoes von Noggin nach sich. Der
biologische Sinn ist vermutlich darin zu sehen,patsektiver Mechanismus der Osteoblasten
zu fungieren und eine BMP-Uberexpression zu umedn (Gazzerro et al., 1998). Noggin
als Antagonist von BMP wird aber auch schon zureirfigihen Zeitpunkt hochreguliert, so
dass man annehmen kann, dass die sehr frihe BMRedSkpn durch Antagonisierung
zeitlich limitiert wird (Niikura et al., 2006). Dge frihe Hochregulation von Noggin mRNA
konnte auch in unseren Versuchen nachgewiesen welhe exakt darzulegen, in welchem
zeitlichen Zusammenhang Noggin zur BMP-Expressiordén Osteoblasten synthetisiert
wird, waren jedoch frihere Untersuchungszeitpunkte kirzere Abstande notwendig. Die
verminderte Expression von BMP bei kritischer Hiatzieht somit auch eine deutlich
geringere Expression der Noggin-mRNA nach sich. Komes zu einer verminderten
Hochregulation von Noggin bei fortschreitender Fuakeilung, so kommt es auch zu einem
unverminderten Ansprechen der Osteoprogenitorzedeh BMP und somit zu einer
mdglichen vermehrten Knorpelbildung und zu einemgahinderten Uberproduktion an
Knochensubstanz (Wan et al., 2007). Die Unterdriigkder Noggin-Expression zeigte lei
vitro Versuchen eine hyperplastische Knorpelbildung urelne progrediente
Knochenneubildung. Dies konnte auch inevivo Untersuchungen aufgezeigt werden, so dass
es hier ebenfalls zu einer verstarkten und besolgtan Knochenbildung kam (Wan et al.,
2007, Brunet et al., 1998). Inwiefern dieser sclenebebildete Knochen die gleichen
biomechanischen Eigenschaften aufweist und somé schnellere Belastung erlaubt, bleibt
derzeit noch Gegenstand intensiver Forschung.

In unserer Untersuchung bleibt Noggin bei kritigcliréxation auch im fortschreitenden
Heilungsverlauf auf einem niedrigen Expressiondledes ist anzunehmen, dass die
Expression von Noggin durch BMPs und mechanoseniésnflul3t wird und die fehlende
Expression zu einer verlangerten chondralen Phadeanschliel3end zur tberschiel3enden
Knochenapposition fiihrt, die perspektivisch an deusbildung einer hypertrophen
Pseudarthrose beteiligt ist.

TGF-3 wird in der voliegenden Studie unabhangig den Art der Fixation in der frihen
Frakturheilungsphase am Tag 14 vermehrt exprintesrtwird angenommen, dass TGF-31 als
Promotor fUr die initiale Chondrogenese wahrendkrekturheilungsverlaufs verantwortlich
ist (Bostrom, 1998). An Mauseuntersuchungen zegith, dass es bis zum Tag 7 der
Frakturheilung zu einem Anstieg von TGF-B2 und -K&8n, hingegen TGF-B1 eher

konstitutiv exprimiert wurde (Cho et al., 2002). Korrelation zu den histologischen
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Untersuchungen war dies der Zeitpunkt, bei dem es allem zu einer verstarkten
Knorpelbildung durch enchondrale Ossifikation komBi unseren Untersuchungen kam es
bei rigider Fixation zu einem Peak von TGF-31 wabrder beginnenden Chondrogenese am
21. Tag nach Osteotomie, mit einer anschliessesiggifikanten Downregulation 6 Wochen
nach Osteotomie. Auch dies deutet daraufhin, d&ds-f1 einen Beitrag zur Frakturheilung
wahrend der chondralen Umbauphase leiset. Die Degutation konnte mit der
fortschreitenden Mineralisierung und Knochenbildumgdiesem Zeitpunkt nach 6 Wochen
erklart werden. Hier scheint TGF-R1 keinen esskeieBeitrag mehr zu leisten. Bei
kritischer Fixation zeigte sich hingegen, dassiebtreu einer Herunterregulation der TGF-
31-Expression gekommen ist. Die TGF-31-Expressiod weiter auf einem vergleichbar
hohen Niveau konstant gehalten und somit die Krbildeng ohne kndéchernen Umbau
unterhalten. Weitere Untersuchungen vorausgeséiantk sich TGF-31 eventuell als ein
Parameter fur die verlangerte chondrale Phaserd&tufheilung erweisen.

In der Literatur ist bisher keine Expressionsaralgsi einem so spaten Zeitpunkt der
Frakturheilung beschrieben. Es konnte jedoch gezewgrden, dass TGF-[3 einen
inhibitorischen Effekt auf ausgereifte Zelllinierath so dass die weitere Proliferation der
Chondrozyten und Osteoblasten zum Zeitpunkt dertgdéschrittenen Frakturheilung
supprimiert wird (Bostrom and Asnis, 1998). Der iSperort von TGF-[3 ist jedoch vor allem
die Knochenregion. Inwiefern das aktivierte Proteotz erniedrigter Expression weiter im
Knochen vorliegt, lasst sich mit der vorliegendetudi nicht abschlieRend klaren. Die
Faktoraktivierung und deren Funktion als Proteitfadtet erst durch die sehr komplexe
posttranskriptorische Regulation seine biologisé¥iekung (Cho et al., 2002). TGF-3 wird
zudem nicht nur lokal in der Frakturumgebung hoghliert, sondern es kommt wahrend der
Frakturheilung auch zu systemisch erhéhten TGFy&lpe Bei einer verzdgerten Heilung
fallen diese erhohten systemischen Level jedocleeitg wieder ab, wodurch bereits
propagiert wurde, dass TGF-[3 als friher Markerefiie ausbleibende Frakturheilung dienen
konnte (Zimmermann et al., 2007).

M-CSF scheint im wachsenden Knochen nicht konstitekprimiert zu werden. Ebenso
wurde am Rattenmodell gezeigt, dass es im Kallusgevkeine vermehrte Expression gibt
(Einhorn et al., 1995). Dies konnte teilweise irsemen Untersuchungen am Schafsmodell
bestéatigt werden. In der frihen Frakturheilungsphaach sieben Tagen gab es keinen
Expressionsunterschied zwischen stabiler und iiletabFixation. Zu den weiteren
Frakturheilungszeitpunkten wird M-CSF jedoch beibger Fixation stets héher exprimiert
als bei instabiler Fixation. Es scheint somit unstabilen Frakturbedingungen einen

stimulierenden Einfluss auf die ZellproliferatiorerdOsteoklasten im Frakturbereich und
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somit auf die Matrixdegradation zu haben. In deugpe mit rigidem Fixateur kann somit
unter Einfluss der M-CSF-Expression die durch Odesten getriggerte Degradation der
mineralisierten Knorpelmatrix im Rahmen der enchaleh Ossifikation vollzogen werden.
Bei insuffizienter Fixation hingegen wird die Expseon von M-CSF am 14. Tag nach
Osteotomie herunterreguliert. In den darauf folgegnt/ntersuchungszeitpunkten steigt das
Expressionslevel in der Gruppe mit instabilem Fewatnicht weiter an. Die Aktivierung der
Osteoklasten und der Abbau von hypertrophierterrpele und Knochensubstanz scheint an
die Stabilitat gekoppelt zu sein. Im Rahmen detalniitat ist dieser Abbau nicht mdéglich,
was die fehlende Aktivierung der Osteoklasten uadmnderte mRNA-Expression von M-
CSF erklaren konnte. Ohne die entsprechende Dedgyadder Knorpelmatrix und deren
Umbau etabliert sich gemall Beobachtungen eine rmmde chondrale
Frakturheilungsphase (Schell et al., 2008). Beisuehen an Ratten zeigte sich, dass es zwei
Peaks hinsichtlich der M-CSF-Expression gibt. Zurmmee innerhalb der frihen
inflammatorischen Phase und zum anderen wahrendeaieder enchondralen Ossifikation,
wenn es bei fortschreitender Ossifikation auch inerezunehmenden Osteoklastenaktivitat
kommt (Kon et al., 2001).

Ahnliches konnte auch bei der Expression von OP@baehtet werden. Beim Mausmodell
konnen zwei Expressionspeaks zu unterschiedlichaterz wahrend des Heilungsverlaufs
beobachtet werden. Zuerst wéhrend der frihen imflatarischen Phase und anschliessend
am 7. Tag der Frakturheilung zum Zeitpunkt der @nogenese (Kon et al., 2001). Es bleibt
aber die Einschrankung hinsichtlich der Betrachtuog unterschiedlichen Tiermodellen. In
Anbetracht der langeren Frakturheilungszeiten b8chaf wirden diese Daten jedoch mit
unseren Ergebnissen korrelieren. Auch bei unserers¢hen konnte eine Hochregulation
von OPG nach stabiler Fixation zum Zeitpunkt deo@irogenese gezeigt werden, so dass es
hier zu einer Hemmung der Osteoklastogenese korendenziell steigt bei unseren
Versuchen nach stabiler Fixation die OPG-Expresbisnzum 42. Tag der Frakturheilung
weiter an. OPG wird von aktivierten Osteoblasteprimiert. Bei stabiler Frakturfixation ist
zu diesem Zeitpunkt der Matrixumbau bereits fortheisten, so dass die Osteoblasten eine
fortschreitende Osteoklastenaktivierung limitieredin der Gruppe mit instabiler
Frakturfixation kommt es erst im fortgeschrittendrilungsverlauf am 42. postoperativen
Tag zu einem signifikanten OPG mRNA-ExpressionsagsDies korreliert wiederum mit
den histologischen Beobachtungen der verzdgertdmproiongierten Knorpelbildung (Schell
et al., 2008). Das Verhaltnis von M-CSF zu OPGaggtlt sich bei instabiler Fixation im
fortschreitenden Heilungsverlauf zu Gunsten von OB@ somit auf die Seite der

zunehmenden Hemmung der Osteoklastogenese. Da dew verminderte
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Osteoklastenaktivierung nach sich zieht, kdnnte nammehmen, dass das initiale
Frakturhamatom bzw. der frihe fibrose und chondfalkus nicht adaquat umgebaut werden
kann. Bei der Analyse der verzdgerten Frakturhgilllonnte in der Arbeitsgruppe von
Volpon et al. an einem atrophen Pseudarthrosemodell beim Humdigiewerden, dass es
schon nach 3 Wochen nach Operation zu einer frid&eoklasteninvasion und —aktivitat
kommt. Dies kdnnte die frihe Hochregulation vorO8F bei kritischer Fixation in unseren
Beobachtunen erklaren (Volpon, 1994). Die Aktivieguder Osteoklasten ist auch immer im
Zusammenspiel mit der Rezeptorexpression und deiganden (RANK und RANKL) zu
deuten. So scheint das relative Level zwischen @R& RANK einen Einfluss auf den
knochernen Umbau und die gebildete Knochenmasdwablzen (Coetzee and Kruger, 2004).
Es konnte jedoch auch demonstriert werden, dassvaléséndige Fehlen von RANK in
knock-out Tieren zu einem Ausbleiben der kndcherkReskturheilung fuhrt (Flick et al.,
2003). Inwiefern einerseits das lokale bzw. aucls dgstemische Vorkommen von
Osteoprotegerin die Etablierung einer Pseudarthfgsdert und welchen Einfluss die
Expression von RANKL bei der Ausbildung der hypaptien Pseudarthrose ausuibt, bleibt

weiterhin Gegenstand der unfallchirurgischen Faragh

5.2.3. Expression der Extrazellularmatrix und matrixdegradierender
Enzyme in Abh&ngigkeit von der Frakturstabilitat

Wahrend der Frakturheilung werden zur Uberbriickdeg entstandenen Frakturspaltes eine
Vielzahl von Extrazellularmatrixproteinen produzieDie jeweilige Zusammensetzung der
verschiedenen Proteine verandert sich Uber denadieitder Frakturheilung und ist somit an
die Frakturheilungsphasen adaptiert. Es ergibt sahe spezifische Sequenz aus
Bindegewebs-, Knorpel- und Knochenmatrixproteinddiese unterscheiden sich im
skeletalen Gewebe in Bezug auf die Matrixproteinrusiensetzung (Sandberg et al., 1989).
Die Matrixproduktion ist von der vorherrschendenl@gpulation abhéngig und fir diese
charakteristisch. So besitzen die Osteoprogeniterzém Periost die Fahigkeit, sich sowonhl
in Osteoblasten als auch in Chondrozyten zu diftasxen. Durch diese Variabilitat besitzen
sie auch die Fahigkeit, die unterschiedlichen TypenKollagenmatrix zu synthetisieren, so
dass es zu einer grossen Heterogenitat an Matlagesien kommt (Ashhurst, 1986). Im
Rahmen der stabilen osteosynthetischen VersorgongFvakturen zeigen dabei bestimmte
Zellarten eine spezifische sequenzielle Kollageresgion. So wird dabei von reifen
Chondrozyten vor allem Kollagen-II, von hypertrogten Chondrozyten vor allem Kollagen-

X und von Osteoblasten verstarkt Kollagen-I synsiett (Page and Ashhurst, 1987).
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An Kaninchentibia konnte die Arbeitsgruppe um Blatidal. zeigen, dass es unter stabilen
mechanischen Frakturheilungsbedingungen, d.h. oRrekturspaltausbildung, zu einer
Heilung ohne enchondrale Ossifikation und somiteoRnoduktion von Kollagen-II kommit.
Im periostalen Bereich kam es vom 3. bis 10. TagExpression von Kollagen-1. Unter
instabilen Bedingungen hingegen beginnt die Katiusferung um den 7. Tag post
operationem und dabei zeigt sich eine erhthte Espe von Kollagen-I und -1l. Die sich
differenzierenden Chondrozyten in der Interkortikglon waren fur die Kollagen-1l Synthese
verantwortlich, wohingegen die sich neu differeraglen Osteoblasten in der periostalen
Kallusregion fur die Expression von Kollagen-l vamsaortlich waren. Sowohl reife
Osteozyten als auch hypertrophierte Chondrozyterenwaicht zur mRNA-Produktion von
Kollagen-II fahig. Kollagen-I wird weiterhin von de Osteoblasten im Kallusgewebe
exprimiert. Zum Zeitpunkt der weit fortgeschrittenErakturheilung nach 21 Tagen konnte
nur noch in wenigen Osteoblasten eine KollageneldRktion nachgewiesen werden (Bland
et al., 1999). Ubereinstimmend mit unseren Versochennte auch hier die frilhe
Hochregulation der Kollagen-I und -Ill-Expressioncimgewiesen werden. Nach rigider
Fixation zeigte sich am 14. und 42.Tag ein sigaifiler mRNA-Expressionsanstieg bei
Kollagen-lal und eine signifikant erhbhte Expressgegeniber der kritischen Fixation. Bei
kritischer Fixation kommt es nach dem Expressiosisag am 14. Tag nicht zu einem
weiteren Anstieg der mRNA-Produktion von Kollagexi-I Wie schon erwéhnt, sind fur die
frhe Kollagenexpression vor allem periostale Qsegien und fibroblasten-&hnliche Zellen
verantwortlich, so dass es sowohl bei rigider alshabei kritischer Fixation zur frihen
Kollagen-lal mRNA-Expression kommt. Im Rahmen deslgngierten Knorpelphase bei
kritischer Fixation und fehlendem knéchernen Umbkammt es dann bei fortschreitender
Frakturheilung auch zu einer Stagnation der Kolalgel Produktion (Lienau et al., Schell et
al., 2008). Die Kollagen-llal-Expression wird undbgig von der mechanischen Stabilitat
am 14. Tag signifikant hochreguliert. TendenzielldaKollagen-llal bei kritischer Fixation
am 14. und 21. Tag starker exprimiert, wobei sigr fedoch keine Signifikanz nachweisen
lasst. Dies wirde ebenfalls mit den histologiscBembachtungen korrelieren, wonach es
unter mechanisch instabilen Bedingungen zu einemekrten und verlangerten Phase der
Knorpelproduktion kommt (Epari et al., 2006).

Ahnliches konnte die Gruppe uBandberg et akzeigen. Hier kam es bereits nach 5 Tagen zu
einer mMRNA Produktion von Kollagen-l und -II im ptalen Bereich. Die
Matrixproduktion wird dabei vor allem durch Chonzyten aus sich differenzierenden
mesenchymalen Zellen im Periostbereich hervorgeruBe Produktion von Kollagen-Ii

wird in diesem Bereich des Periosts am 10. bisTag.fortgesetzt. Anschliel3end ist durch die
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Bildung von Geflechtknochen nur noch die KollagefByhthese nachweisbar (Sandberg et
al., 1989). Ebenso konnte an Rattentibiae die Rtomlu von Kollagen-II mRNA durch
Chondrozyten nachgewiesen werden. Die Anzahl dethsyisierenden Zellen nahm am
21.Tag der Frakturheilung deutlich ab (Hughes gt1#95). Die Syntheseeigenschaften der
differenzierten Osteozyten sind an einen spezi@scliFunktionszustand gebunden. Im
Rahmen der intramembranésen Knochenbildung sindd@2gten fahig, Kollagen-l mRNA zu
produzieren. Im Gegensatz dazu verlieren Osteozgitese Eigenschaft, wenn sie in die
Matrix integriert werden (Critchlow et al., 199%)ie Produktion der extrazellularen Matrix
differiert somit im Rahmen der Frakturheilung var der reguldren Knochenbildung.
Einschrankend muss man sagen, dass der Vergleich waerschiedlichen Modellen
insbesondere im Hinblick auf den zeitlichen Abldef Frakturheilung sehr schwierig ist. Die
Frakturheilung scheint sich an Kaninchen- und Rétieae schneller zu vollziehen, wodurch
die insgesamt etwas frlhere Expression der Matlixgene bei diesen Modellen erklart
werden konnte. Es ist jedoch nicht klar, inwieferan die zeitlichen Expressionsablaufe von
MRNA-Expression und in situ Hybridisierung zwischéan beiden Versuchsanordnungen
vergleichen kann. Die Kollagen-II-Synthese ist a2uden die Bildung von Knorpel und somit
an die enchondrale Ossifikation gebunden. Voramsaegt hierfur ist eine biomechanisch
nicht vollkommen rigide Frakturfixation oder das fMandensein eines ausreichend grof3en
Frakturspaltes, welcher nicht in allen Versuchsdnongen identisch gegeben ist (Ashhurst,
1990).

Die Expression von Kollagen-X findet vor allem wéhd der Frakturheilung im
Zusammenhang mit der enchondrale Ossifikation $@tant et al., 1987). Die Expression
stieg bei immunhistologischen Analysen vor allen mzu Zeitpunkt der
Chondrozytenhypertrophie mit Kalzifizierung der Kpelmatrix. Sie ist somit an das
Vorhandensein von neu gebildetem mineralisierteradiien gebunden, da es sonst weder im
regularen Knochen, Skelettmuskel oder in Bindegekamponenten des Kallus synthetisiert
wird (Ashhurst, 1990). Dies korreliert mit unserBngebnissen, dass Kollagen-X nur im
fortgeschrittenen Kallus unter mechanisch stalledingungen signifikant erhéht exprimiert
wird. In unseren Versuchen zeigte sich aber aunb &orrelation der mRNA-Expression
zwischen Kollagen-1l und —X bei instabiler Fixatides kam hier zu einer tendenziell deutlich
erhdohten Expression von Kollagen-1l und-X am 144 @a. Tag nach Operation. Dies spiegelt
die auch histologisch ersichtliche vermehrte Knlimbdung nach instabiler
Frakturstabilisierung wider (Schell et al.,, 2008)ach Grantet al. handelt es sich bei
Kollagen-X um einen Marker fir die fortgeschrittemechondrale Ossifikation wahrend der

Knorpelhypertrophie (Grant et al., 1987).
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Osteopontin ist ein Matrixprotein, welches sowoéi teen regelhaft stattfindenden Knochen-
umbauvorgéngen, als auch wéhrend der Frakturhegimgtragende Rolle spielt (Nakase et
al., 1994b). OPN scheint dabei ein Regulator flndéralisierungsprozesse, sowohl im
Knochen als auch bei pathologischen Prozessen,beiBder Genese von Brustkrebs oder
Arteriosklerose, zu sein (Hirota et al., 1995, Gelt et al., 1993).

OPN wird wéahrend der Frakturheilung von raumlicigieazt auftretenden Zellen exprimiert.
Daneben ist die Expression zeitlich limitiert, ss8d die Expression an spezifische Phasen der
Frakturheilung gekoppelt ist.

Bei unseren Untersuchungen wurde OPN am 7. Tag haitischer Fixation starker
exprimiert als nach Anlage eines rigiden FixatelrsLaufe der Frakturheilung zeigte sich,
dass die mMRNA-Expression von OPN ab dem 14. Tagidieler Fixation signifikant héher
war. Der Peak wurde jedoch erst am 42. Tag nacho@@shie erreicht. Hier ist OPN nach
rigider Fixation deutlich starker exprimiert alschakritischer Fixation.

An osteotomierten Ratten konnte gezeigt werdens thaseits am 3. Tag post operationem
OPN im subperiostalen Kallusbereich von Osteopridgeaellen exprimiert wird (Yamazaki
et al., 1999). Dieser entsteht durch frihe intrafmamdse Ossifikation primar unabhangig
von der Frakturstabilitat. Dies konnte ein Grundinse warum es in der frihen
Frakturheilungsphase keine erkennbaren Expressigrschiede zwischen rigiden und
kritisch stabilisierten Frakturen gibt. Hinzu komrdass es sich um eine selektive Extraktion
des Analysematerials aus der Interkortikalregiomdedt, in der es erst verzogert zur
Frakturliberbriickung durch enchondrale Ossifikakommt. Der in unseren Untersuchungen
ersichtliche Expressionsanstieg von OPN am 14.opesativen Tag nach rigider Fixation
scheint mit der beginnenden enchondralen Ossifikath Zusammenhang zu stehen (Schell
et al., 2008).

In der Gruppe um Yamazaldt al. konnte gezeigt werden, dass es ebenfalls eine OPN
MRNA-Expression von Chondrozyten gibt. Die starkdspression war in deren
Untersuchungen an hypertrophierten Chondrozyterchtlish. Allerdings sind auch die in
der Umgebung befindlichen aktiven Osteoklasten rmiRNA-Expression von OPN fahig.
Dies wirde mit unseren Ergebnissen korrelierengdbeeen es am 42. Tag, also zum Zeitpunkt
mit verstarkter Osteoklastenaktivitat und fortsdiereder Knochensynthese, zur stérksten
OPN-Expression gekommen ist. Die Tatsache, dass §iohl von Osteozyten, als auch
von Osteoklasten exprimiert wird, unterstitzt died, dass OPN eine Regulatorfunktion
beim Knochenumbau einnimmt (Aarden et al., 1994 DPN vermittelte Interaktion
zwischen Osteozyten und Osteoklasten scheint sosoioh Integrine, als auch durch CD44

getriggert zu werden (Yamazaki et al., 1999). InNORBefizienten Zellen fehlt diese
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Interaktion, wodurch die Osteoklastenaktivitat radut ist und die reguléren kndchernen
Umbauvorgange nicht adaquat vollzogen werden (@Giadllet al., 2003). Es kommt dabei zu
einer verminderten Motilitat und Adhasion der Oktesten und letztlich auch zu einer
reduzierten Resorption von Knochensubstanz (Ishijiet al., 2001). Die verminderte
Expression von OPN bei kritischer Fixation konnteng ebenfalls zu einer reduzierten
Osteoklastenaktivitat in der spaten Heilungsphébkesh. Dies kdnnte eine Erklarung fir den
verzogerten Abbau des Knorpelgewebes und den aosbtien kndchernen Umbau im
Rahmen der enchondralen Ossifikation sein. Es zgat dabei die schon beschriebene
prolongierte chondrale Frakturheilungsphase nattis¢ner Fixation (Schell et al., 2008).

Die Gruppe um Mile®t al. konnte an Ratten nachweisen, dass OPN in Abh&eigigén der
mechanischen Belastung exprimiert wird. Nach fotereBiegebeanspruchung konnte gezeigt
werden, dass es zu einem bis zu 4-fachen Expressistieg unmittelbar nach Belastung
gekommen ist (Miles et al., 1998). Auah vitro konnte gezeigt werden, dass bei einer
intermittierenden Belastung von Osteoblasten-ahatic Zellen, es zu einer gesteigerten
MRNA-Expression von OPN gekommen ist (Harter ef 4895). Diese mechanischen
Belastungen scheinen einen Einfluss auf die intietaeen Kontaktstellen zu haben, an denen
sich auch OPN befindet. So wird der mechanischesStvermittelt Gber Integrin und CD44-
Kontakte, in eine modifizierte Genexpression tramsiert (Denhardt and Noda, 1998). An
OPN-defizienten Mausen konnte ein stadienabhandtgetuss durch das Fehlen von OPN
nachgewiesen werden. So kam es zu einer vermimdélt®vaskularisation in der frihen
Phase am 7.Tag der Frakturheilung. Es resultieéne initial verringerte Kallusbildung am 7.
und 14. Tag mit geringerer mechanischer Belastitardeotz normaler Osteoklasten-
differenzierung zeigte sich eine reduzierte Fumidldgdt mit vermindertem
Knochenremodeling. Es resultierte ein Frakturkallost grosserem Volumen, jedoch
reduzierter mechanischer Stabilitat (Duvall et 2007). Dies spiegelt den Einfluss von OPN
in der spaten Phase der Frakturheilung wider, umrevill des Knochenremodelings einen
mechanisch stabilen Knochen zu erhalten.

Es kam bei unseren Versuchen zu einer Uberexpreasi®PN in der Gruppe mit kritischem
Fixateur. In den frihen Phasen der Frakturheilusig die Defektliberbriickung durch
intramembrandse Ossifikation weitgehend unabhargig der mechanischen Rigiditat der
Frakturtiberbriickung, so dass angenommen werden Kasa die starkere OPN-Expression
als Kompensationsmechanismus des instabilen Zwstafuhgieren konnte. Bei knock-out
Versuchensanordnungen und dadurch fehlender Int@graon OPN in den Frakturkallus
zeigt sich nach 4 und 8 Wochen der Frakturheilung Kallus mit reduzierten

biomechanischen Eigenschaften. Im Hinblick auf d&allusvolumen zeigen sich hingegen
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keine Unterschiede (Duvall et al., 2007). Es kommi einer unterschiedlichen
Kalluszusammensetzung in Abwesenheit von OPN, weldurch eine abweichende
kompensatorische Kollagenorganisation erklarbaeisth(Boskey et al., 2002, Liaw et al.,
1998). Dies unterstitzt die Ansicht von Hansneh al., dass die mechanischen
Knocheneigenschaften durch nicht fibrillare Matrogeine stark beeinflusst wird (Hansma et
al., 2005). Ebenso konnte durch Morinodtual. an einem Distraktionsosteogenesemodell an
Mausen gezeigt werden, dass OPN bei mechanischastBeg verstarkt exprimiert wird und
es in deren Abwesenheit zu einer verminderten Kewcbubildung kommt (Morinobu et al.,
2003).

Wahrend der Frakturheilung kommt es zu einem srtigmbau der extrazellularen Matrix.
An diesem Umbau sind multiple Proteine beteilige Dlatrix-Metalloproteasen (MMP) sind
dabei an der Matrixdegradation essentiell beteiMgin besonderer Bedeutung wahrend der
Frakturheilung sind dabei MMP-9 und -13 (Vu et 4098, Carvalho et al., 2004). Sowohl bei
der Analyse von MMP-9 und -13 zeigte sich, dasketsigider Fixation zu einem deutlichen
Expressionanstieg am 14. Tag postoperativ gekomstein zweiter Peak mit signifikantem
Expressionsanstieg ist im zeitlichen Verlauf erst dag 42 nach Fixateuranlage zu
konstatieren. Hier kommt es auch nach kritisch&atton zu einem Expressionsanstieg. Die
MRNA-Expression von MMP nach rigider Fixateuranlage insgesamt durch einen
signifikant erhéhten Expressionsanstieg gekennmeichWie oben ausgefuhrt, ist MMP-13
vor allem fur den Abbau von Kollagen-Il verantwanttl (Johansson et al., 1997). Es konnte
daher nachgewiesen werden, dass es wahrend dertufRgkung vor allem von
hypertrophierten Chondrozyten exprimiert wird (Lelom et al., 2005). Diese Phase
reprasentiert den Zeitpunkt des Umbaus der chotenoi Matrix zu knéchernem
Kallusgewebe im Rahmen der enchondralen Ossifikatio unseren Untersuchungen konnte
auch hier eine Korrelation zwischen Kollagen-II,uXd MMP-13 aufgezeigt werden. Sowohl
bei rigider als auch bei instabiler Frakturfixatibmmmt es schon zu einem friihen Zeitpunkt
nach 14 Tagen post operationem zu einer vermehrB®NA-Expression von Kollagen-Il und
MMP-13. Kollagen-Il wird anschlieBend in beiden @pen exprimiert mit einer statistisch
nicht nachweisbaren Mehrexpression bei instabiigatfon. Im Rahmen der Degradation
kommt es am 42. Tag vor allem bei MMP-13 zu einerpr&ssionsanstieg und einer
signifikant erh6hten Expression gegeniber der lmista Stabilisierung. In Korrelation mit
der Kollagen-X Expression verstarken diese Ergaeniglie These der vorzeitigen
Matrixdegradation bei stabiler Frakturfixation. DB2oachtungen von Johanssenal. des
MMP-13 gekoppelten Kollagen-lI-Abbaus konnten sonmt unseren Untersuchungen

bestatigt werden.
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Eine Voraussetzung fur diesen Umbauprozess ist diectortschreitende Vaskularisation, die
zur weiteren Mineralisierung fuhrt. Die Gruppe urehimannet al. konnte hier ebenfalls
zeigen, dass MMP-9 in dieser Phase verstarkt exgntiwvird und damit den Knochenumbau
unterstitzt (Lehmann et al., 2005). Ein Defizit MiMP-9 fuhrt am Tiermodell zu einer
verringerten Vaskularisation, gesteigerter Knorplillsbildung und einen verzdgerten
Knorpelumbau, welcher teilweise in einer Pseudasrendet (Vu et al., 1998). Auch in
unseren Versuchen zeigte sich, dass es bei ketidéikation zu einer verminderten MMP-9-
Expression zu einem fortgeschrittenen Frakturhgsaeitpunkt kommt. Hierbei zeigt sich
ebenfalls die Korrelation zur verminderten Kollagenund vermehrten Kollagen-II
Expression am 42. Tag nach OP, wodurch die Beobaghh von Vet al. auch in unseren
Untersuchungen aufgezeigt werden konnten.

Die Gruppen von Stickenst al. konnten zeigen, dass das Fehlen von MMP-13 auth ei
verminderte Expression von OPN zur Folge hat, € ab einer verstarkten Expression von
Kollagen-II, -X und VEGF kommt (Stickens et al.,G4). Bei der Auswertung unserer Daten
konnten auch wir bei instabiler Fixation eine Kdation zwischen der verminderten MMP-13
Expression und der verminderten Expression von @&dbachten und somit die Ergebnisse
von Stickenset al. bestatigen.

Von Ortegaet al. konnte an MMP-9 defizienten Mausen ebenfalls eweeminderte
Coexpression von MMP-13, Osteopontin, Kollagen-HduKollagen-X im Rahmen der
enchondralen Ossifikation nachgewiesen werden ¢arét al., 2005). Die These, dass es bei
mechanisch instabilen Frakturen ohne MMP-9 Expoessizur prolongierten
Knorpelkallusformierung mit ausbleibender Fraktiitmeg kommt, konnte auch von Colnot
et al. dargelegt werden. Die ausbleibende Frakturheihgigzerminderter oder ausbleibender
Expression von MMP-9, kann dabei aber durch dieabegvon VEGF wieder weitgehend
kompensiert werden (Colnot et al., 2003). Eine Kengation tritt ebenfalls zu einem
spateren Frakturheilungszeitpunkt mit Beginn der mBdelingphase ein. Diese
Beobachtungen haben zu der These gefuhrt, dasaalekularen Prozesse der Angiogenese
mit denen des Extrazellularmatrixumbaus direkt mé@t sind. Im Pseudarthrosemodell bei
mechanischer Instabilitat ist die VEGF mRNA-Expressebenfalls reduziert und somit die
Kompensationsfahigkeit eingeschrankt (Lienau et28l09). Die Arbeitsgruppe um Zijlsted

al. konnte daneben zeigen, dass eine vermehrte Expmesson MMP-13 bei der
enchondralen Knochenbildung zu einer gesteigertemskiarisation in der spaten
Frakturheilungsphase und damit zu einer beschlemignochenheilung fihrt (Zijlstra et al.,
2004). Zudem wurde ein synergistischer Effekt voiR49 und MMP-13 beobachtet. Fehlen

beide Proteinasen bei Knockout-M&usen potenziereln die Effekte des verminderten
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enchondralen Knochenwachstums. Es kommt schliésalic verzogerten Matrixdegradation,
die eine verminderte Angiogenese und defizitareleégbtknochenbildung nach sich zieht
(Stickens et al., 2004). Zudem scheinen regulatibeisGene einen umfassenden Einfluss auf
die Expression vom Wachstumsfaktoren und ECM-Rneteizu spielen. So zeigt sich bei der
Expressionsanalyse von CITEDZ2, dass es bei einehddgulation dieses Regulatorgens zu
einer verminderten Expression an MMP-2,-3, -9 ub8 kommt. So besteht dieser inverse
Zusammenhang auch bei verminderter CITED2-Exprassielche zu einer Uberexpression
an MMP-9 und -13, VEGF, M-CSF und OPG fiuhrt (Lealet2009).

5.3. Ausblick

Insgesamt betrachtet kann man feststellen, daizsiunafangreicher medizinischer Forschung
die Transduktionswege von der mechanischen Frakhilisierung Uber die biologische
Zellantwort bis hin zur molekularbiologischen Sitkaskade noch weitgehend unbeantwortet
sind. Die mechanischen Rahmenbedingungungen fér le@stmogliche Frakturheilung sind
dabei bisher nicht detailliert definiert. Es wurdeaoch zahlreiche mechanische Faktoren
aufgezeigt, die den Frakturheilungsprozess podigeinflussen. Auf Grund der grof3en
Heterogenitat der Frakturen wird es kaum mdoglidh,ssn ideales biomechanisches Umfeld
fur alle Frakturtypen zu finden. Ziel unfallchirusgher Frakturversorgun sollte es daher sein,
optimale biomechanische Rahmenbedingungen fir ieidigiduelle Frakturbehandlung zu
gewahrleisten. Berucksichtigung miussen dabei aagiioFen finden, die das lokale Trauma
limitierend mitbeeinflussen.

In der vorgelegten Studie konnte quantitativ gezeigrden, dass es durch eine veranderte
Stabilitat zu einer veranderten mMRNA-Wachstumsfattexpression kommt. Die
signifikanten Unterschiede in der Steifigkeit bdleissen dabei die Kallusbildung und —
differenzierung (Schell et al., 2008). Eine genithkahe Steifigkeit ist dabei vor allem in der
fortgeschrittenen Phase der Frakturheilung notwgndin die Expression von osteogenen
Wachstumsfaktoren zu stimulieren und somit fir eiddéquate und schnelle Frakturheilung
zu sorgen. Ferner ist ersichtlich, dass es aucbnsghder frihen Phase der Frakturheilung
bei rigider Frakturstabilisierung zu gesteigertailldsen An- und Umbauprozessen kommt
(erhohte Expression von OPN, M-CSF). Damit schei@tVoraussetzung geschaffen zu sein,
dass der initial gebildete weiche Kallus frihzeitigeinen harten Kallus umgebaut wird. Ist
dies durch ungentigende mechanische Stabilitdt dehEall, kommt es schon in der frihen

Phase der Frakturheilung zu einer vermehrten Séitiaul der Knorpelkallusbildung (erhéhte

-84 -



Kollagen-lla und —Xa Produktion) und damit zu ein@ur ungenigend rigiden

Frakturspaltiberbriickung.

Bisher steht dem klinisch tatigen Unfallchirurgeoch kein Marker zur Verfigung, der es
ihm ermdoglichen, eine verzogerte oder ausbleibéfrd&turheilung frihzeitig zu erkennen.
Radiologische Kriterien setzen hierbei erst zu mirsehr fortgeschrittenen Zeitpunkt an. Hier
konnten lokale oder systemische WachstumsfaktolemMarker fur eine sich entwickelnde

Pseudarthrose etabliert werden. Nur das bessestévidnis der Biologie der Frakturheilung
und deren Beeinflussbarkeit durch aul3ere Faktomembglichen es eine ausbleibende
Frakturheilung im klinischen Alltag frihzeitig zurkennen. Dieses Verstandnis bildet
wiederum die Voraussetzung fir eine zeitlich angsfga und somit stadiengerechte

Intervention.
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6. Zusammenfassung

Die Frakturheilung, die nicht nur eine Gewebsrejpayaondern eine Restitutio ad integrum
darstellt, ist somit ein in der Natur einzigartigéseignis mit vollstandiger Heilung zum
Ursprungszustand. Es kommt jedoch trotz moderfisterapieverfahren im klinischen Alltag
in etwa 10-15% der Falle zu einer HeilungsstordmgRahmen der Tibiaschaftfraktur ist dies
durch den haufig héhergradigen WeichteilschaderRahmen eines Hochrasanztraumas zu
erklaren. Es kommt somit im Rahmen des Heilungauésigehauft zu einer verzdogerten oder
ausbleibenden Fraktuheilung mit Pseudarthrosengidu Neben der insuffizienten
Frakturstabilitat spielt vor allem die mangelhafigritive Versorgung der Frakturregion bei
der Entwicklung einer Pseudarthrose eine entschéale Rolle. Trotz intensiver
unfallchirurgischer Forschung bleibt es jedoch erbiin unklar, in welchem Ausmald eine
instabile Fraktursituation auch eine verandertddgjie der Frakturheilung nach sich zieht.
Ziel dieser Studie war es daher, den Einfluss voterschiedlicher Frakturstabilitat durch
externe Fixationssysteme auf die Biologie der kndidilung zu bestimmen. Hierfir wurde
eine Tibiaschaftquerfraktur am Schafsmodell ausgéwdie in der einen Versuchsreihe
rigide und in der anderen Anordnung mit einem iois¢a Fixateur stabilisiert wurde. Aus
Voruntersuchungen ist bekannt, dass es nach itetgkritischer) Fixation zur Ausbildung
einer verzdgerten Frakturheilung kommt. Es wurdeedau differenzierten Zeitpunkten der
Frakturheilung das Kallusgewebe der Tiere entnomamehanalysiert.

Untersucht wurde die unterschiedliche mRNA-Exp@ssion osteogenen und chondrogenen
Wachstumsfaktoren nach 7, 14, 21 und 42 Tagen,esdigi mRNA- Expression der Extra-
zellularmatrix. Es wurde angenommen, dass es @& einer verminderten und verzéger-
ten mMRNA-Expression an osteogenen Wachstumsfaktoaeh kritischer Fixation kommt
und andererseits eine prolongierte Expression androgenen Faktoren ersichtlich ist.

Der Vergleich der beiden Fixateure zeigte, dasguesiner deutlich verminderten mRNA-
Expression an osteogenen Wachstumsfaktoren Dbeiabilest Frakturfixation im
Frakturheilungsverlauf kam. Abhéngig von ihrem sjmzen Einfluss auf die
Frakturheilung waren diese Expressionsunterschieae verschiedenen Zeitpunkten
ersichtlich. Die signifikantesten Unterschiede gabbei fortgeschrittener Frakturheilung am
42. Tag der Frakturheilung. Hier kam es zu einduzesrten mRNA-Expression von BMP-2,
-4 und -7, Noggin, TGF-31, Kollagen-lal, MMP-9 wi@. Bei Kollagen-llal und —Xal, als
Marker fur die Knorpelbildung kam es tendenziell einer erhéhten Expression nach

kritischer Fixation, so dass sich dabei die gestéggKnorpelkallusbildung bei Instabilitat
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widerspiegelt. Bei der Analyse von OPN, Kollageh;I®PG und M-CSF zeigte sich schon in
der frihen Frakturheilungsphase, dass heil3t zunBedgr enchondralen Ossifikation (14.-21.
Tag), eine signifikant reduzierte Expression nanbktabiler Frakturstabilisierung. Diese
konnen daher als besonders sensible Marker einedgerten Frakturheilung angesehen
werden.

Die in der Studie ermittelten Ergebnisse geberedrBhweise, inwiefern die mechanische
Stabilitat die Heilungskaskaden und damit die geeafrakturheilung beeinflu3t. Das
zunehmende Verstandnis der Biologie der Frakturhgilbildet somit die Basis dafir, eine
ausbleibende Frakturheilung friher erkennen zu &bnond somit eine stadiengerechte

Intervention und Wachstumsfaktorenapplikation zudglichen.
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6.1. Summary

Fracture healing in general is an extraordinarynebecause it is not only a repair of
destroyed tissue but a complete healing. Althougdem fracture treatment there is a rate of
10-15 % of prolonged or non-union of fractureslinical routine. Regarding tibial shaft
fractures there is a high rate of complications uaassive soft tissue trauma caused by
high energy accidents which causes prolonged frattealing or non-unions. Beside
insufficient fracture stability, an important keyle for the establishment of non-unions is the
nutritive situation of the fracture region. Althdumtensive orthopaedic research it is still
unclear in which amount an unstable fracture regaesponsible for a different biology of
fracture healing.

The aim of this study was to determine the inflieeat external fixation systems with
different stability on the biology of fracture higw. We used a tibial shaft fracture of sheeps
which was stabilised by either a rigid or a critieaternal fixator. Due to former analysis it
was known that the critical external fixator leaols high rate of non-unions. Therefor we
extracted callus tissue of the tibia at differemiet points to examine osteochondral growing
factors. We analysed the mRNA-Expression of ostelacge chondrogenic growing factores
as well as etracellular matrix molecules at 7,142d 42 days after fracture. We expected a
down regulated expression of osteogenic growintpfamn the one hand and a prolonged
expression of chondrogenic factors when stabiligid a critical external fixator on the other
hand. Comparing both fixation systems we saw dfiees of mMRNA expression at specific
time points due to there specific influence ontinae healing. The most significant
differences where obvious at days 42 of fractuadihg. There was a clear downregulation of
MRNA Expression of BMP-2, -4 and -7, Noggin, TGE-Rallagen-lal, MMP-9 and -13

after critical stabilisation. Beside that it wasabbvious that Kollagen-llal and —Xal which
are marker for the chondral formation showed aqrgéd expression when stabilized with a
critical fixator. This reflected a stronger chordrallus formation. It was also evident that
OPN, Kollagen-lal, OPG and M-CSF showed a redugptession after critical stabilisation
in the early fracture healing period. These factangld be regarded as sensible markers to
detect prolonged fracture healing at early timan{zoi

The results in this study demonstrate the sensitili@ence of mechanical stability on the
biological outcome of the whole fracture healingeaade. The more profund understanding of
the biology of fracture healing is a basic prineifd detect prolonged fracture healing or non-
unions and to intervene with the application ofvgray factors at a specific period adapted

time point.
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