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Verzeichnis relevanter Abkiirzungen

AO - Arbeitsgemeinschaft fir Osteosynthesefragen
AOFAS — American Orthopaedic Foot and Ankle Society
BAMBI — BMP and Activin Membrane-Bound Inhibitor
BMP — Bone Morphogenetic Protein

BMPR — Bone Morphogenetic Protein Receptor
COPROG - Copolymer Protected Gene Vector

DBM — Demineralisierte Knochenmatrix

FPPS — Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase

IGF — Insulin Like Growth Factor

IL-6 — Interleukin 6

NUSS — Non Union Scoring System

OP-1 — Osteogenic Protein-1

OPG - Osteoprotegerin

PDGF - Platelet Derived Growth Factor

PDLLA — Poly(D,L-lactide)

RANKL — Receptor Activator of Nuclear Factor- kB Ligand
rhBMP — rekombinantes humanes Bone Morphogenetic Protein
SF-12 PCS — Short Form 12 Physical Component Score
SF-12 MCS - Short Form 12 Mental Component Score
SF-36 — Short Form 36

Ski — Sloan klettering retrovirus oncogene homologue
Smad — Sma = small body size; mad = mothers against decapentaplegic
Smurf — Smad ubiquitin regulatory factor

TGF-B — Transforming Growth Factor-R3

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor

ZOL — Zolendronat



1 Einleitung

1.1 Inzidenz und Atiologie von Tibiaschaftfrakturen

Frakturen des Tibiaschaftes zahlen zu den haufigsten Frakturen im Bereich der
langen Rohrenknochen " 2. Isolierte Frakturen sind eher selten. Tibiaschaftfrakturen
stellen in der Regel die Hauptkomponente von Unterschenkelfrakturen dar und fur
den nordamerikanischen Raum beléuft sich die Anzahl auf 492.000 pro Jahr . Die
jahrliche Inzidenz wird in aktuellen epidemiologischen Studien mit 14,3-16,1

Frakturen/ 100.000 Einwohner angegeben * °.

Insgesamt ist das mannliche
Geschlecht doppelt so haufig betroffen wie das weibliche ® 7. Wahrend in der
jungeren Population vor allem Hochrasanztraumata (z.B. Verkehrsunfalle und
Sportverletzungen) ursachlich sind, fuhren in der alteren Generation vor allem
Niedrigrasanztraumata im Sinne von Sturzen auf gerader Ebene zur Fraktur. Dies

fihrt schlieRlich zu einer bi-modalen Verteilung der Inzidenzen ” (Abbildung 1).
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Abb. 1: Bi-modale Verteilung der Inzidenz von Tibiaschaftfrakturen mit hdherer Inzidenz fir mannliche,

junge Patienten und weibliche, altere Patientinnen. (Modifiziert nach Connelly et al., 2014 7)

Weiterhin hat es in den letzten 20 Jahren einen deutlichen Wandel bezuglich des

Unfallmechanismus gegeben. Wahrend 1990 noch Verkehrsunfélle (38%) und

5



Sportverletzungen (31%) fuhrend waren, sind in 2008 mit 32% die Stlrze auf
ebenem Grund, gefolgt von Sportverletzungen (27%) und Verkehrsunfallen (21%)
5

am haufigsten Innovationen im Bereich der Verkehrssicherheit ° und der

demographische Wandel mit der Zunahme des alteren, weiblichen Patientengutes

(>65 Jahre) werden als ursachlich angesehen & °

. Insgesamt hat sich auch das
mittlere Alter der Patienten mit Tibiaschaftfrakturen in den letzten zwei Dekaden auf

40 Jahre erhoht °.

Aufgrund des sparlichen Weichteilmantels, vor allem im Bereich der antero-medialen
Tibiakante, kommt es haufig zu ausgedehnten Weichteilschdden mit einem Anteil an
offenen Frakturen in bis zu 24% der Falle ® '°. Bei solitarer Betrachtung des alteren
Patientenguts (>65 Jahre) steigt diese Rate auf liber 30% ''. Insgesamt gehen die
Komplexitat und der begleitende Weichteilschaden bei offenen Frakturen miteinander
einher. Auswertungen von epidemiologischen Daten zeigen, dass offene
Unterschenkelfrakturen mit 45% den groRten Anteil aller offenen Frakturen im
Bereich der langen Réhrenknochen ausmachen 2. Fiir offene Tibiaschaftfrakturen
stellen Verkehrsunfalle (62%), Sturze auf ebenem Grund (12%), Stlrze aus grofer

Hohe (8,7%) und Sportverletzungen (7,4%) die haufigsten Ursachen dar "2,

1.2 Klassifikation von Tibiaschaftfrakturen und korrespondierenden

Weichteilschiaden

1.2.1 Klassifikation der Tibiaschaftfraktur

Tibiaschaftfrakturen werden nach der von Mduller et al. eingefuhrten AO-
Klassifikation (Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthesefragen) eingeteilt * (Abbildung
2). In diesem System werden die Frakturen in einfache, Keil- und komplexe
Frakturen unterteilt. Die einfachen Frakturen (Typ A) werden weiter in die
spiralformigen, die schrag- und die querverlaufenden Briche untergliedert. Bei den
Typ B Verletzungen unterscheidet man die Torsionskeile, die Biegungskeile sowie
die fragmentierten Biegungskeile. Die Typ C Frakturen untergliedert man in
komplexe spiralformige  Frakturformen, die Segmentfrakturen und die
Trummerfrakturen. Dieses Klassifikationssystem beinhaltet insgesamt 27
verschiedene Frakturformen der Tibiaschaftfraktur und ist bereits auf seine

Zuverlassigkeit hin validiert worden .



42-A1 42-A2 ‘ 42-A3 42-B1 [ 42-B2 |

A s

42-A simple fracture 42-B wedge fracture

42-A1 spiral 42-B1 spiral wedge

42-A2 oblique (>30°) 42-B2 bending wedge

42-A3 transverse (< 30°) 42-B3 fragmented wedge
42-C1 ‘ 42-C2 ’

42-C complex fracture
42-C1 spiral

42-C2 segmental

42-C3 irregular

Abbildung 2: AO-Klassifikation der Tibiaschaftfraktur. (Aus: Miller AO Classification of Fractures —

Long Bones; AO Trauma; AO Foundation Switzerland; https://www.aofoundation.org)

1.2.2 Kilassifikation des geschlossenen Weichteilschadens

Neben der Frakturklassifikation ist die Beurteilung und Gradierung des zugrunde
liegenden Weichteilschadens von eminenter Bedeutung, da dieser letztlich das
therapeutische Vorgehen, das Behandlungsergebnis und die Prognose maldgeblich

beeinflusst.

Geschlossene Weichteilschaden werden nach Tscherne und Oestern in vier Grade
unterteilt '. Grad 0 entspricht einem minimalen, bzw. unbedeutenden
Weichteilschaden bei einfacher Frakturform nach indirektem Trauma oder im
Rahmen pathologischer Frakturen. Weichteilverletzungen vom Grad 1 resultieren
von einem leichten bis mittelmaRigem Trauma und beinhalten oberflachliche
Schuarfungen und leichte Kontusionen bei einfachen bis mittelschweren
Frakturformen. Beim Grad 2 liegen tiefreichende Kontusionen oder Schurfwunden

vor, welche durch ein direktes Trauma verursacht worden sind. Es besteht ein
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drohendes Kompartmentsyndrom und es liegen mittelschwere bis schwere
Frakturformen vor. Ein Weichteilschaden vom Grad 3 entspricht einer ausgedehnten
Hautkontusion oder -quetschung bei korrespondierend schwerer Frakturform und
Muskellasion nach direktem Trauma. Das manifeste Kompartmentsyndrom und die

Verletzung eines Hauptgefalies entsprechen ebenfalls dem Grad 3.

1.2.3 Klassifikation des offenen Weichteilschadens

Obgleich die Klassifikation von Tscherne und Oestern auch offene Frakturen
beinhaltet, hat sich international die Klassifikation von Gustilo und Anderson aus dem
Jahr 1976 zur Einteilung von Frakturen mit offenem Weichteilschaden durchgesetzt
' Die Unterteilung erfolgt in drei Grade, wobei der Grad Il in drei weitere
Subgruppen (A, B, C) untergliedert wird . Ein offener Weichteilschaden Grad |
entspricht einer Hautldsion <1cm bei allenfalls geringer Kontamination und einfacher
Frakturform (in der Regel Durchspiel3ung des Knochens). Grad Il beinhaltet eine
Hautlazeration von >1cm mit geringer bis moderater Weichteilquetschung und
Kontamination. Die begleitende Fraktur ist einfacher Natur ohne ausgepragte
Trummersituation. Beim Grad Il handelt es sich um offene Frakturen mit schwerstem
Weichteilschaden unter Einbeziehung von Haut, Muskeln und neurovaskularen
Strukturen, sowie komplexen Frakturmustern. Zu Grunde liegen haufig schwere
Quetschverletzungen. Unabhangig von der GrolRe der Hautlazeration besteht beim
Grad IlIA noch eine adaquate Weichteildeckung des Knochens. Der Grad IIIB
beschreibt in diesem Zusammenhang eine massive Weichteilschadigung, bzw. einen
Verlust von Weichteilen bei gleichzeitig freiliegenden und deperiostierten
Knochenanteilen. In der Regel besteht zusatzlich eine massive Kontamination der
Wunde. Beim Grad IlIC liegt zusatzlich eine rekonstruktionspflichtige arterielle
Verletzung vor. Obwohl zumindest in erst- und zweitgradig offenen Frakturen das
Ausmald der Hautlasion, welche in direkter Verbindung zur Frakturzone steht, als
Klassifizierungsmerkmal dient, kdnnen Groliteile des Weichteilschadens auch unter
der intakten, aber gequetschten Haut verborgen liegen. Daher wird das wahre
Ausmall des Weichteilschadens bei der initialen Untersuchung oft unterschatzt. Der
intraoperative Befund im Rahmen der primaren operativen Versorgung offenbart
haufig einen hoheren Weichteilschaden als praoperativ eingestuft. Daher sollte die

exakte Klassifizierung erst intraoperativ erfolgen ®.



1.3 Pseudarthrosen nach Behandlung von Tibiaschaftfrakturen

Trotz technischer Neu- und Weiterentwicklungen von Implantaten, sowie
Fortschritten in den Operationstechniken stellt eine gestdrte Frakturheilung ein
typisches Problem bei der Behandlung von Frakturen dar und wird in der Literatur fur

5-10% der Frakturen angegeben *°.

Wahrend im deutschen Sprachgebrauch eine Pseudarthrose mit einer Non-union
gleichgesetzt wird, bedeutet im angloamerikanischen Raum die Pseudarthrose das
.-Endstadium® einer ,chronischen“ Non-union mit der Ausbildung eines ,echten®
synovialen Falschgelenkes, bei welchem die zwei Knochenenden Uber eine
fibrokartilagindre, Synovialfliissigkeit produzierende Hohle verbunden sind 2°. Im
Weiteren wird entsprechend des hierzulande Ublichen Sprachgebrauchs die

Pseudarthrose synonym mit der Non-union verwendet.

Entsprechend der historischen Einteilung bezeichnet eine verzogerte Frakturheilung
(,Delayed-union®) ein Ausbleiben der Heilung nach einen Zeitraum von 4-6 Monaten
und eine Pseudarthrose (,Non-union®) eine fehlende kndcherne Heilung von mehr als
6 Monaten nach stattgehabtem Trauma 2" ?2. Zu Studienzwecken definierte die
American Food and Drug Administration (FDA) im Jahr 1988 eine Non-union als eine
mehr als 9 Monate alte Fraktur ohne Zeichen einer Konsolidierung uber 3
konsekutive Monate 2°. Aufgrund der multiplen assoziierten Faktoren, die letztlich zur
Entstehung einer Pseudarthrose flhren, bzw. diese beeinflussen, hat sich diese
starre Einteilung als nicht universell einsetzbar und damit nicht als praktikabel
erwiesen. Aufgrund dieser Variabilitat finden sich in der Literatur, ausgehend von der
initialen Einteilung, eine Vielzahl von uneinheitlichen Definitionen fur eine verzdgerte
oder ausgebliebene Frakturheilung ?* ?*. Eine vom Zeitfaktor losgeldste Definition
wird von Brinker et al. vorgeschlagen ?°: Eine Delayed-union wird definiert als ein
Zustand nach einer Fraktur, bei welchem nach Meinung des Behandlers ein
langsamerer Heilungsfortschritt vorliegt als urspringlich erwartet und bei dem ohne
weitere Intervention das Risiko zum Ubergang in eine Non-union besteht. Eine Non-
union besteht dann, wenn nach Meinung des behandelnden Chirurgen keine
klinischen oder radiologischen Heilungsfortschritte zu verzeichnen sind und keine
oder nur eine geringe Chance besteht, dass eine Heilung ohne weitere
Interventionen zu erzielen ist.“ Eine ahnliche Definition mit zusatzlicher Einbeziehung

des Patientenalters wurde von McKee et al. im Manual der AO (Arbeitsgemeinschaft



fir Osteosynthesefragen) angegeben %°. Da jedoch in jedem Fall die Abschatzung
der Frakturheilung, bzw. dessen Fortschritt von der Bewertung des behandelnden
Chirurgen abhangt, bleibt diese Einschatzung am Ende immer subjektiv. Bestatigt
wird dies durch eine Umfrage an 577 Chirurgen bezuglich der Einschatzung der
Frakturheilung, bzw. Fehlheilung von Tibiaschaftfrakturen ?*. Bei insgesamt 444
Rucklaufern aus dieser Befragung reichten die Definitionen einer Delayed-union von
1-8 Monate (3,5 + 1,4) und die der Non-union von 2-12 Monate (6,3 = 2,1).
Interessanterweise hatten Faktoren wie z.B. das Alter der Chirurgen, die
akademische Vor- und Weiterbildung oder der Anteil an Traumapatienten im Bereich
der jeweiligen Wirkungsstatte keinen Einfluss auf die jeweilige Definition %%
Grundsatzlich ist dies von enormer klinischer Bedeutung, denn entsprechend der
Einschatzung resultiert aus der jeweils gestellten Diagnose in der Regel ein
operativer Revisionseingriff. Mit dem Ziel eine bessere interindividuelle
Vergleichbarkeit der Falle und ein besseres Verstandnis der Pathologie mit
Ausrichtung auf objektivierbare Therapiealgorithmen zu erreichen, ist von Calori et al.
ein sehr ausfuhrliches Non-Union Scoring System (NUSS) vorgestellt worden. Zur
Einschatzung der Frakturheilung/ Pseudarthrosenentwicklung werden letztlich
multiple (bis zu acht), zu drei Hauptfaktoren (Knochen, Weichteile und Patient)

assoziierte, Variablen einbezogen *’.

Bedingt durch die zarten Weichteilverhaltnisse, vor allem im Bereich der medialen
Tibiakante und dem distalen Unterschenkel, wo der Knochen langstreckig nur von
Haut bedeckt ist, kbnnen Frakturen zu kritischen Perfusionsverhaltnissen sowohl der
betroffenen Fragmente als auch der umliegenden, meist nur fasziokutanen
Weichteile, fuhren. Dies birgt ein hohes Risiko fur posttraumatische Knochen- und
Weichteilinfektionen, sowie fiir die Ausbildung von Pseudarthrosen ?* ?°. Die Inzidenz
von Pseudarthrosen nach Behandlung von Tibiaschaftfrakturen wird in der Literatur
inhomogen dargestellt. Das liegt darin begrindet, dass in den verschiedenen Studien
unterschiedliche Einschlusskriterien und heterogene Verletzungsmuster bezuglich
des initialen Traumas (AO-Frakturtyp, offene oder geschlossene Fraktur, Ausmal}
des Weichteilschadens) und der anschlieRenden Versorgung angegeben wurden.
Fong et al. zum Beispiel berichten in einer aktuellen Studie nach operativer Therapie
von offenen und geschlossenen Tibiaschaftfrakturen von einer Pseudarthrosenrate
von 18,2% *. Eingeschlossen waren hier Patienten mit (iberwiegend (fast 80%)

geschlossenen Frakturen. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit einer grof3en
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Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2000 von Coles et al.. Hier konnte bei geschlossenen
Tibiaschaftfrakturen eine verzdgerte, bzw. ausgebliebene Frakturheilung in 2,6%
nach Plattenosteosynthese, in 8% nach aufgebohrter, in 16,7% nach unaufgebohrter
Marknagelung und in 17,2% nach konservativer Therapie gezeigt werden °'

(Abbildung 3).

20 -

Prozent

Platte aufgebohrter unaufgebohrter
Nagel Nagel

Gipsbehandlung

Abbildung 3: Darstellung der verzdgerten / ausgebliebenen Frakturheilung nach Behandlung von

geschlossenen Tibiaschaftfrakturen. (Modifiziert nach Coles et. al., 2000 31)

Wahrend sich in einigen Studien die Rate an Pseudarthrosen auch nach offenen

Frakturen im gleichen Niveau bewegt ** 3

, berichten andere Autoren uber die
Notwendigkeit von Revisionseingriffen bei jedem zweiten Patienten mit offener
Fraktur (Dynamisierung, Knochentransplantation, Implantatwechsel), um eine
Ausheilung zu erreichen **. Insbesondere offene Frakturen, bei denen das Ausmaf
der Weichteilverletzung direkt mit der Energie des stattgehabten Traumas korreliert,
scheinen pradisponiert fiir Heilungsstérungen zu sein *. In einer Untersuchung von
243 Pseudarthrosen des Tibiaschaftes entwickelten sich diese in knapp 50% der
Falle auf dem Boden einer offenen Fraktur *°. In einer Meta-Analyse von Bhandari et
al. mit reinem Fokus auf offene Frakturen wird eine deutlich hohere Rate an

Reoperationen beschrieben ¥'.

Entsprechend wurden in einer weiteren
Ubersichtsarbeit von Papakostidis et al. Pseudarthroseraten von bis zu 54% bei
hohergradig offenen Frakturen (Gustilo/Anderson [lIB) vorgestellt *®. Auch die

Komplexitat der Fraktur ist ein entscheidender Faktor im Rahmen der
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Risikoabschatzung. Bei komplexen, segmentalen Frakturen, unabhangig vom
begleitenden Weichteilschaden, steigt die Pseudarthroseninzidenz auf 50% *°.
Vaskulare Begleitverletzungen sind ebenfalls beglnstigend flr eine verzdgerte

Knochenbruchheilung. In diesen Fallen kann die Rate bis auf 46% ansteigen *°.

1.4 Klassifikation von Pseudarthrosen

Ahnlich den Definitionen von verzégerter und ausbleibender Knochenheilung sind
von verschiedenen Autoren Klassifikationen flur Pseudarthrosen vorgestellt worden
23,2641 | etztlich stiitzen sich all diese auf den von Weber und Cech aufgestellten

Prinzipien aus dem Jahr 1976 .

Die Klassifikation von Weber und Cech basiert auf der Vitalitat und dem
Heilungspotenzial der verschiedenen Pseudarthrosearten. Bei aseptischen

Pseudarthrosen werden letztlich zwei Arten unterschieden 2.

1.4.1 Biologisch reaktionsféhige, vitale Pseudarthrosen

Diese konnen sich in drei klinischen Manifestationen prasentieren (Abbildung 4):
Typ A: Hypertroph, mit Bildung von viel Kallus, ElefantenfulRpseudarthrose

Typ B: Malig hypertroph, mit wenig Kallusbildung, PferdefulRpseudarthrose

Typ C: Oligotroph, ohne Kallusbildung

Typ B TypC

Abbildung 4: Einteilung der reaktionsfahigen, vitalen Pseudarthrosen. (Modifiziert nach Cech 2011 42)
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Das biologische Heilungspotenzial der vitalen Pseudarthrosen ist gut. Durchgefuhrte
Knochenszintigraphien belegen, dass die Durchblutung der jeweiligen
Knochenenden unproblematisch ist ?°. Eine spontane Heilung kann in diesem Fall
aufgrund ungunstiger biomechanischer Bedingungen, welche aus einer inadaquaten
Immobilisierung und/oder Stabilisierung der Fraktur resultieren, nicht stattfinden. Das
Therapiekonzept besteht hier in der adaquaten osteosynthetischen Stabilisierung der

Fraktur. Die Pseudarthrosezone muss nicht direkt adressiert werden.

1.4.2 Biologisch nicht reaktionsféhige, avitale Pseudarthrosen
Hierfir werden vier klinische Subtypen beschrieben (Abbildung 5):
Typ A: Drehkeil-Pseudarthrose, dystroph mit partieller Nekrose
Typ B: Trimmerzonenpseudarthrose mit totaler Nekrose

Typ C: Defekt-Pseudarthrose

Typ D: Atrophe Pseudarthrose

’

e

_y

%

Typ A Ty

=

=

B Typ C Typ D

Abbildung 5: Einteilung der nicht reaktionsfahigen, avitalen Pseudarthrosen. (Modifiziert nach Cech
2011 %)

Die avitalen Pseudarthrosen sind charakterisiert durch die Abwesenheit von
Kallusgewebe und einer avaskularen Umgebung. Knochenszintigraphien aus diesen
Pseudarthrosebereichen belegen die fehlende Blutversorgung in den Knochenenden
2 Die Knochenenden sind durch den langwierigen Reparaturprozess sklerotisch

oder osteopen aufgrund der Inaktivitdt. Knochenfragmente kdnnen nach initialen
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Traumata entweder fehlen oder wegen der mangelnden Durchblutung und/oder
eines Infektionsgeschehens nekrotisch sein. Als Therapie reicht fur die avitalen
Pseudarthrosen eine rein mechanische Ldsung im Sinne einer adaquaten
Stabilisierung nicht aus. Vielmehr missen hier ein ausfuhrliches Debridement des
nekrotischen Knochens und eine additive biologische Stimulation durch die
Anlagerung von osteoinduktivem Knochenmaterial erfolgen, wobei die autologe
Spongiosaplastik hierfiir aktuell den Goldstandard darstellt 2 43°,

Infektpseudarthrosen stellen die komplexeste und schwerwiegendste Form der

% Sje sind

Pseudarthrosen dar und kommen in bis zu 18% der Falle vor
typischerweise mit ausgepragten Schmerzen, Fehlstellungen und
Weichteilproblemen/-defekten assoziiert. Nicht selten besteht eine zusatzliche
Markraumphlegmone mit Sequesterbildung und/oder Fistel in die Weichteile. Die
Behandlung ist aufwendig und beinhaltet als Therapieziel neben der Stabilisierung
des Knochens, der Wiederherstellung der Funktion und der Rekonstruktion der

25

Weichteile zusatzlich die Infektsanierung Der klinische Verlauf ist schwer

vorherzusagen. Morphologisch kénnen sich Infektpseudarthrosen als hypertrophe

oder atrophe Varianten prasentieren “°.

Die Therapie beinhaltet immer die
konsequente und radikale Resektion des infizierten Weichteil- und Knochengewebes,
die Entfernung des einliegenden Osteosynthesematerials, sowie eine gezielte
antibiotische Langzeittherapie *"*°. Je nach notwendiger Weichteilresektion miissen
im Verlauf der Therapie plastisch-chirurgische Weichteildeckungskonzepte,
entsprechend der rekonstruktiven Sequenz (rekonstruktives Uhrwerk), zum Einsatz
kommen *°. Die Knochendefektrekonstruktion findet im Rahmen eines mehrstufigen
Konzeptes statt. Nach erfolgreicher Sanierung des Infektes kommen bei kleinen
Defekten entweder die autologe Spongiosaplastik oder bei grolReren, segmentalen
Defekten zum Beispiel vaskularisierte Knochentransfers oder Distraktions-

osteogenesen via Segmenttransport (llizarov-Verfahren) in Betracht >4,
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1.5 Atiologie von Pseudarthrosen des Tibiaschaftes

Das Verstandnis der Atiologie von Pseudarthrosen ist fundamentaler Bestandteil
prognostischer und therapeutischer Uberlegungen. Die Entstehung ist ein

multifaktorieller Prozess, an welchem systemische und lokale Faktoren beteiligt sind.

1.5.1 Systemische Faktoren

Pradisponierende systemische Faktoren, welche die Frakturheilung negativ
beeinflussen, bzw. zur Pseudarthrose fluhren konnen, sind ein fortgeschrittenes

55

Patientenalter *°, ein schlechter Erndhrungszustand °® *' ein Vitaminmangel %,

59-61 62, 63

sowie  Alkohol- und Nikotinabusus Neben systemischen

60, 64

Begleiterkrankungen, wie z.B. dem Diabetes mellitus , einem Morbus Cushing ®

% oder der Einnahme von bestimmten Medikamenten, wie nicht-steroidalen
Antirheumatika (NSAR) °” °® wird aktuell auch eine genetische Pradisposition als

Risikofaktor fiir die Ausbildung von Pseudarthrosen diskutiert °°7".

1.5.2 Lokale Faktoren

Zu den lokalen Faktoren zahlen diejenigen, die im direkten Zusammenhang mit dem
Unfallereignis, der Fraktur und des korrespondierenden Weichteilschadens selbst

oder deren Versorgung stehen.

1.5.2.1 Biologisches Ungleichgewicht

Sowohl das Trauma, als auch iatrogene Schadigungen von Periost und Weichteilen
wahrend operativer Repositionsmandver und intra- oder extramedullarer
Implantatfixierungen kdnnen im Bereich der Tibia zu einer Perfusionsstérung und zur
Beeintrachtigung zellularer Heilungsprozesse fuhren. Hochrasanztraumata fuhren
Uber die Schadigung von Knochen, Periost und der umliegenden Weichteile zu einer
relevanten Verminderung der lokalen Durchblutung. Es besteht eine deutliche
Korrelation zwischen dem Schweregrad der Fraktur, dem Ausmal} des
Weichteilschadens und der Inzidenz von Pseudarthrosen 3% 3¢ 38 39 7274 pje
reduzierte nutritive Perfusion und lokale Verfugbarkeit von osteogenen Zellen im
Frakturbereich erhoht das Risiko von Knochennekrosen. Die Stérung des
physiologischen Heilungsprozesses, an welchem eine Vielzahl unterschiedlicher
Zellen und Wachstumsfaktoren beteiligt sind, kann fur die Entwicklung einer

Pseudarthrose ausschlaggebend sein """,
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Das Kompartmentsyndrom stellt einen weiteren Risikofaktor bezogen auf die Stérung
der lokalen Durchblutung dar. Das kausal-pathogenetische Problem liegt dabei auf
mikrozirkulatorischer Ebene "®. Der Unterschenkel weist die héchste Inzidenz an
Kompartmentsyndromen aller Extremitatensegmente auf, wobei in 36% der Falle
Tibiafrakturen ursachlich sind "°. Die Inzidenz des posttraumatischen
Kompartmentsyndroms wird bei Tibiafrakturen zwischen 1,4% - 48% angegeben %
81 Bei offenen Frakturen kann in bis zu 13% der Falle ein Kompartmentsyndrom

34, 82

vorliegen Einige Studien berichten auch Uber die Entwicklung eines

intraoperativen Kompartmentsyndroms im Rahmen der operativen Versorgung durch

83, 8 Reverte et al. konnten eine

Traktionsmandver und Marknagelinsertion
signifikant hohere Rate an Pseudarthrosen bei Patienten mit Tibiafrakturen mit

begleitendem Kompartmentsyndrom nachweisen .

1.5.2.2 Fehlender Fragmentkontakt

Ein verbliebener Frakturspalt kann das Resultat von eingeschlagenen Weichteilen,
segmentalen Trummersituationen, Defektfrakturen oder ungenigender Reposition im
Rahmen der Versorgung sein. Bhandari et al. konnten bei Tibiaschaftfrakturen
zeigen, dass das Vorliegen einer offenen Fraktur, eine querverlaufende Fraktur und
ein postoperativ verbliebener Frakturspalt pradiktive Faktoren fur die Entwicklung
einer Pseudarthrose sind. In ihrer Studie lag die Reoperationsrate bei gleichzeitigem
Vorhandensein aller drei Faktoren bei 90% %. Diese Einflussfaktoren wurden von
Fong et al. validiert und es konnte zusatzlich gezeigt werden, dass eine Kontinuitat
der Kortikalis unter 25% einen weiteren pradiktiven Faktor fur die Ausbildung einer
Pseudarthrose darstellt. Ferner erhdht ein Frakturspalt nach operativer Stabilisierung
>3mm die Wahrscheinlichkeit flr die Ausbildung einer Pseudarthrose um das

Vierfache &’.

1.5.2.3 Mechanische Instabilitat

Eine mechanische Instabilitdt kann sowohl nach einer konservativen, als auch
operativen Therapie (externe wie interne Fixation) resultieren. Als Ursachen stehen
eine inadaquate osteosynthetische Stabilisierung, ein segmentaler Knochenverlust
und/ oder eine unzureichende Implantatfixation im Knochen aufgrund schlechter
Knochenqualitat im Vordergrund. Durch ein Ubermal interfragmentarer Bewegung in
der Heilungsphase wird die Elastizitatsreserve der neu gebildeten

Faserknochenbalkchen  Uberschritten. Der Mechanismus der spontanen

16



Knochenheilung wird unterbrochen und muss schlieBlich erneut beginnen " %, Die
Folge ist bei erhaltener Vaskularisation meist eine Uberschiel3ende Kallusbildung,
eine Erweiterung des Frakturspaltes und eine ausbleibende Mineralisierung der
gebildeten Knochenvorstufen mit der konsekutiven Ausbildung einer zumeist

hypertrophen Pseudarthrose %' ™°.

1.5.2.4 Infektionen

Eine bakterielle Kontamination einer Tibiaschaftfraktur kann in absteigender
Reihenfolge der Haufigkeit entweder die Folge einer offenen Weichteilverletzung,
einer iatrogenen Keiminokulation im Rahmen der operativen Versorgung oder einer
hamatogenen Streuung sein. Eine Infektion im Bereich der Fraktur oder in den
umgebenden Weichteilen kann zu den gleichen lokalen Bedingungen fuhren, die
auch bei nicht infizierten Frakturen die Ausbildung einer Pseudarthrose begunstigen
25.88.89 nd erhdhen somit das Risiko ihrer Entstehung "%, AuRerdem kann aus der
septischen Lockerung von Implantaten eine mechanische Instabilitat resultieren. Die
kndchernen Reparaturprozesse werden durch ein Infektgeschehen negativ
beeinflusst. Aufgrund von ausgepragten Resorptionsvorgangen, als korpereigener
Versuch das infizierte Knochen- und Weichteilmaterial abzubauen, kommt es zur
Osteolysenbildung im Bereich der Frakturregion 2* %:8° Dieses wiederrum resultiert
in einem verminderten Knochenkontakt sowie einer progredienten Instabilitat. Diese

Mechanismen fuihren schlieRlich zur Ausbildung einer septischen Pseudarthrose.

In Zusammenschau der vorliegenden klinischen Situationen und der genannten
Parameter koénnen letztlich prognostisch-kausale Schillsselfaktoren extrahiert
werden, die in ihrer Kombination die pathophysiologische Grundlage fur die
erfolgreiche Therapie einer gestorten Frakturheilung bilden kénnen. Von Giannoudis
et al. wurden diese Faktoren im sogenannten ,Diamond Concept” zusammengefasst
9. 91 Es beinhaltet, ausgehend von der Beriicksichtigung der genannten
patienteneigenen Ausgangsfaktoren (Alter, Vorerkrankungen,
Stoffwechselstorungen, Ernédhrungsgewohnheiten, etc.), fUnf grundlegende und eng
miteinander agierende Bausteine, die in Bezug auf die Frakturheilung von

elementarer Bedeutung sind:

1. Vaskularitat, 2. Mechanische Stabilitat, 3. Osteogene Zellen, 4. Osteokonduktive
Scaffolds und 5. Wachstumsfaktoren (Abbildung 6).
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| Blutversorgung ‘

Osteogene . Osteokonduktive
Zellen @ Scaffolds
Diamond
Concept
Mechanische Patient Wachstums-
Stabilitat faktoren

| Blutversorgung ‘

Abbildung 6: ,Diamond Conept® der Interaktion von assoziierten Faktoren der Frakturheilung.
(Modifiziert nach Giannoudis et al. 2008 *')

In dem Verstandnis dieser einzelnen Bestandteile und aufgrund des zunehmenden
Wissenszuwachses Uber die komplexe intrinsische Sequenz von molekularen,
mikrovaskularen und zellularen Ablaufen bei der Frakturheilung haben sich im
Rahmen von multimodalen Therapieansatzen vor allem die Wachstumsfaktoren,
insbesondere die Bone Morphogenetic Proteins (BMP), als Mediatoren fur die
Beeinflussung der Frakturheilung herauskristallisiert >'°?. Bei den BMPs handelt es
sich um kleine Polypeptide, die in sehr geringer Konzentration in Zellen
verschiedenster Gewebe gebildet werden und im Rahmen komplexer
Regelmechanismen in ihre jeweilige Mikroumgebung sezerniert werden, um dort

Regenerationsprozesse zu induzieren und koordinieren .

1.6 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Im Jahr 1965 publizierte Dr. Marshall Raymond Urist das sogenannte ,Knochen-

Induktions-Prinzip* %.

Er und seine Kollegen konnten nachweisen, dass die
Implantation von demineralisierter Knochenmatrix in ein extra-skeletales Gewebe

eine Knochenneubildung induzieren kann. In der Folge identifizierten sie ein Protein,
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welches fur diese ektope Knochenbildung verantwortlich war und benannten es
,Bone Morphogenetic Protein“ (BMP) '®. Im Jahr 1988 entschliisselten Wozney et al.
die genetische Sequenz der BMPs '%. Sie werden entsprechend ihres molekularen
Aufbaus der TGF-[3 (Transforming Growth Factor-f3)-Superfamilie zugeordnet und
stellen in dieser Familie die grof3te Subgruppe dar. Es sind bis heute mehr als 20

verschiedene BMP Subtypen beschrieben '°'.

Die Signaltransduktion erfolgt Uber die extrazellulare Bindung der BMPs an
transmembranare Typ | (BMPR-I) und Typ Il (BMPR-IlI) Serin/Threonin Kinase
Rezeptoren. Nach Bindung des Liganden an den Typ | Rezeptor aktivieren die
Serin/Threonin Kinase Domanen der Typ |l Rezeptoren die Kinasen der Typ |
Rezeptoren und induzieren damit die intrazellulare Signalkaskade. Intrazellular fuhrt
die damit verbundene Aktivierung von Rezeptor-regulierten Smad Proteinen (small
body size; mothers against decapentaplegic) zu einer Komplexbildung und nach
Einschleusung in den Zellkern zur Transkription BMP-spezifischer Zielgene. Es
besteht eine komplexe Regulation durch eine Vielzahl von extrazellularen (z.B.
Noggin, Sklerostin), transmembranaren (BAMBI), intrazellularen (Smurf 1/2, Smad-6,
Smad-7) und intranuklearen (Ski, SnoN) Agonisten/Antagonisten Systemen oder

negativen Riickkoppelungsmechanismen (Abbildung 7) "%,

vBMP
Noggin BMP
- v
Extrazellular — ' Sklerostin
BMPR-Il ' BMPR-| BMPR-II *Bambl
Zytoplasma
Smad1/5/8<® l—— Smad6/7
Smurf1
Smurf2
Smad4
Nukleus
;, | Ski

Abbildung 7: Signaltransduktion und Regulation von Bone Morphogenetic Proteins. (Modifiziert nach

Bramlage et al. 2005 110)
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BMPs sind malgeblich an einer Vielzahl von physiologischen, aber auch
pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Sie spielen durch ihre Regulation von
Proliferation, Differenzierung, Chemotaxis, Adhasion und Apoptose von Zellen eine
entscheidende Rolle in der Embryogenese und nahezu allen Organen und Geweben.
Ferner regulieren sie die Homodostase der adulten Formen dieser Gewebe. Sie sind
involviert bei verschiedensten Stoffwechsel- und Knochenerkrankungen und auch in

der Tumorgenese """,

Im Bezug auf die Knochenheilung besteht die herausragende Rolle der BMPs in
ihrem Einfluss auf endotheliale, mesenchymale und knochenspezifische Zellen mit
der Konsequenz einer osteoinduktiven Wirkung. Sie stimulieren die Chemotaxis,
Proliferation und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Chondrozyten

und Osteoblasten 4 11°

. Zusatzlich werden die Bildung von extrazellularen
Matrixbestandteilen im Knorpel- und Knochengewebe unterstitzt, sowie
degenerative Mechanismen inhibiert '°® ' ¢ Die BMPs mit der hdchsten
osteogenen Kapazitat sind BMP-2, -4, -5, -6 und -7 '°®, wobei das BMP-2 und das

BMP-7 bezuglich der ossaren Applikationen am detailliertesten untersucht sind.

In einer Vielzahl von praklinischen Tierversuchen konnte die osteoinduktive Potenz
von BMPs nachgewiesen werden. Im Rahmen von segmentalen Knochendefekt-
modellen fuhrte die lokale Applikation mittels verschiedener Tragersubstanzen zu
einer entsprechenden Knochenneubildung in den jeweiligen Defekten, und sie zeigte
sich gleichwertig oder zum Teil Uberlegen zum Goldstandard, der Transplantation
von autologer Spongiosa ''"'?°. Ferner konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass

die lokale Applikation von BMPs auch die Frakturheilung beschleunigen kann % 2%

129

1.7 Klinische Anwendung von BMPs

Basierend auf den vielversprechenden Ergebnissen aus den experimentellen und
praklinischen Studien begannen zum Ende der 80er Jahre die ersten klinischen
Anwendungen von BMPs fiur die Frakturheilung und die Behandlung von
Pseudarthrosen. Die ersten Arbeiten im Bereich der Tibia erfolgten, damals noch mit
humanem BMP (hBMP), durch Johnson et al. im Rahmen der segmentalen

Defektrekonstruktion '3°

131,132

, sowie fur die Behandlung von tibialen und femoralen

Pseudarthrosen
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Durch die kommerzielle Verflugbarkeit gentechnisch erzeugter, rekombinanter
humaner BMPs (rhBMP) erfolgte der verbreitete klinische Einsatz im Bereich der

133, 134

Fraktur- und Defektheilung , sowie auch in der Wirbelsaulenchirurgie im

Rahmen von Wirbelkérperfusionen %% 1%

. Die erste prospektiv randomisierte Studie
betreffend der klinischen Anwendung von Friedlaender et al. aus dem Jahr 2001
verglich bei insgesamt 124 Patienten den Einsatz von rhBMP-7 (mit bovinem
Rinderkollagen als Tragersubstanz) und dem Goldstandard, autologer
Transplantation von Beckenkammspongiosa, bei therapieresistenten Pseudarthrosen
der Tibia "*”. Im Ergebnis war das klinische und radiologische Resultat in beiden
Gruppen vergleichbar gut, wobei in der Autograft Gruppe 20% der Patienten Uber
chronische Schmerzen im Bereich der Autograft Entnahmestelle am Beckenkamm
klagten. Dies wurde als Vorteil fur die BMP Applikation gewertet. Eine weitere
prospektiv randomisierte Studie aus dem Jahr 2002 untersuchte die Sicherheit und
den Effekt der lokalen Applikation von rhBMP-2 (mit einem absorbierbaren
Kollagenschwamm als Tragersubstanz) auf die Frakturheilung bei offenen Frakturen
von 450 Patienten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne die Applikation von rhBMP-
2 wurde eine signifikant geringere Rate an Infektionen und Revisionseingriffen
aufgrund verzdgerter oder ausbleibender Heilungen, sowie eine signifikant schnellere
Fraktur- und Wundheilung beschrieben *®. Diese Ergebnisse wurden durch eine
spater durchgefuhrte Subgruppenanalyse von Swiontkowski et al. gerade auch fur
héhergradig offene Frakturen (Gustilo/ Anderson Grad lll), die eine gesteigerte Rate

an Delayed und Non-unions zeigen, bestatigt .

Zum aktuellen Zeitpunkt sind diese zwei BMPs in Kombination mit ihnrem kollagenen
Tragersystem fur die lokale Applikation an der Tibia zugelassen. Das rhBMP-2 (als
Infuse® in den U.S.A. und InductOS® in Europa von Wyeth Pharma GmbH, Munster,
Deutschland) ist fur die Anwendung bei offenen Tibiaschaftfrakturen zugelassen. Das
rhBMP-7 (auch genannt: Osteogenic Protein-1 (OP-1)) als Osigraft® (aktuell nicht
mehr kommerziell verfugbar, zuletzt vertrieben von Olympus Biotech Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland) ist als Alternative zur autologen
Spongiosatransplantation bei therapierefraktaren Tibiapseudarthrosen zugelassen
1% Weitere Zulassungen bestehen bei beiden rhBMPs fiir spinale Applikation bei
Wirbelkdrperfusionen und fur das rhBMP-2 zusatzlich fir die Augmentation von

Kieferhdhlendefekten in der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie '*.
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Nach den klinischen Zulassungen hat der Einsatz von rekombinanten BMPs einen
grolRen Zuwachs erfahren, wobei in bis zu 85% der Falle die Applikation aul3erhalb
der Zulassungen, im Sinne eines ,off-label* Einsatzes, durchgefiihrt wurde *°. So
erfolgte der Einsatz Ubergreifend bei Pseudarthrosen weiterer Lokalisationen, wie der
Klavikula, dem Humerus, dem Unterarm, dem Femur ™''*° bei der chirurgischen

146

Therapie von persistierenden Instabilitdten des Beckens "™ oder bei Arthrodesen des

FuRskelettes ™.

1.8 Bisphosphonate

Ein weiterer Ansatz zur positiven Beeinflussung der Knochenheilung kénnte der
Einsatz von Substanzen sein, deren Therapieeffektivitat bereits bei
Knochenstoffwechselerkrankungen validiert wurde. Zu diesen Substanzen gehdren
die Bisphosphonate. Obwohl sie bereits im 19. Jahrhundert synthetisiert wurden,
fand der Einzug in die Therapie von Stérungen des Kalzium Metabolismus erst in
den letzten 40 Jahren statt '*®. Genauere Erkenntnisse Uber die molekularen
Wirkmechanismen konnten erst in den letzten 15 Jahren erzielt werden ™.
Bisphosphonate sind synthetische Analoga des anorganischen Pyrophosphats,
wobei im Gegensatz zum Pyrophosphat das zentrale Sauerstoffatom durch ein
Kohlenstoffatom (C) ersetzt ist. Zwei Phosphorgruppen (P) sind Uber stabile
Phosphor-Ether-Bindungen an dieses zentrale Kohlenstoffatom (C) gebunden
(Abbildung 8) ™. Das resultierende P-C-P Riickgrat erméglicht die Bindung zu
divalenten Metallionen wie dem Kalzium (Ca®*) und fiihrt dariiber in vivo zur Bindung

von Bisphosphonaten an mineralische Oberflichen ™'

, was die Grundlage fur die
selektive Aufnahme in den Knochen darstellt '°. Die P-C-P Bindung kann weder
chemisch noch enzymatisch gespalten werden und ist daher verantwortlich fur die
Degradationsresistenz der Bisphosphonate 2. Das von den Osteoklasten induzierte
saure Milieu in den Resorptionslakunen wahrend der Knochenresorption fuhrt zur
Dissoziation der Bisphosphonate von der mineralischen Knochenoberflache und zur
Aufnahme in die Osteoklasten durch Endozytose '°°. Das zentrale Kohlenstoffatom
bindet im Gegensatz zum Pyrophosphat zwei weitere Seitenketten, R1 und R2
(Abbildung 8). Generell fuhrt die Substitution einer Hydroxylgruppe an R1 zu einer

hoheren Affinitat zum Knochen '* wahrend das Vorhandensein eines

Stickstoffatoms (N) an R2 zu einer Erhéhung der antiresorptiven Aktivitat fihrt 2 °°,
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Das Zolendronat (ZOL), als Bisphosphonat der dritten Generation, enthalt an R2
einen heterozyklischen Ring mit zwei Stickstoffatomen (Imidazolring) und zahlt
dadurch zu den potentesten Bisphosphonaten (Abbildung 8) *°. Diese Konfiguration
inhibiert die Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase (FPPS), ein Enzym im
Mevalonsaurestoffwechsel, Uber welchen die Biosynthese von Cholesterin und
Lipiden lauft, die fur die post-translationale Modifikation von Proteinen zustandig sind
192.1%5 Es wird vermutet, dass die Inhibition der FPPS {ber die Anh&dufung von
bestimmten Metaboliten zur Apoptose von Osteoklasten flhren kann und
ATP(Adenosin Triphosphat)-abhangige Kaskaden behindert werden, welche fur die
resorptive Funktion von Osteoklasten unabdingbar sind "% '*’_ In Zellkulturversuchen
konnte weiterhin die Inhibition der Proliferation und der Rekrutierung von

Osteoklasten nachgewiesen werden 247

In Bezug auf Osteozyten und
Osteoblasten wird fur die Bisphosphonate hingegen eine protektive Wirkung
beschrieben und es wird vermutet, dass zumindest ein Teil der antiresorptiven
Wirkung auch Uiber den positiven Einfluss auf die Osteoblasten vermittelt wird '°" 62,
Diese sezernieren Receptor Activator of Nuclear Factor-kB Ligand (RANKL) und
seinen Inhibitor Osteoprotegerin (OPG) und modulieren Uber dieses System die
Osteoklastendifferenzierung '®*. So wurde nach Applikation von Zolendronat eine
verminderte Expression von RANKL und eine vermehrte Expression von OPG, sowie
von Typ-I Kollagen durch humane Osteoblasten nachgewiesen % %% 1% Dga die
Quantitat der physiologischen Knochenresorption unter anderem durch dieses
System gesteuert wird, hat das Ungleichgewicht von RANKL (¥) und OPG (A) einen

hemmenden Effekt auf die Knochenresorption.

wn

R2
HO OH HO OH 1 OH
N NV N
O —P-O-P— 0O O =P-C-P=0 O =P-C-P=0
/ \ 7/ | N\ 7/ | N\
HO OH HO Rrq OH HO opH OH
Pyrophosphat Bisphosphonat Zolendronat

Abbildung 8: Strukturformeln von Pyrophosphat, Bisphosphonaten (allgemein) und Zolendronat
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Zolendronat ist als systemisches Therapeutikum im breiten klinischen Einsatz bei
verschiedensten gutartigen und bosartigen Skeletterkrankungen. Dazu gehdren z.B.
die tumorinduzierte Hyperkalzamie, das Multiple Myelom, Skelettmetastasen, der

156,166,167 |m Rahmen einer

Morbus Paget und die postmenopausale Osteoporose
lokalen Applikation kdénnte sich zur Pravention von Heilungsstérungen bei akuten
Frakturen oder bei der operativen Revision von manifesten Pseudarthrosen des
Tibiaschaftes der positive Effekt auf den Knochenstoffwechsel als glnstig erweisen

und er bietet daher einen interessanten Ansatz fur deren Prophylaxe und Therapie.

1.9 Lokale Applikationsmethoden

Aufgrund der multifunktionalen Rolle der BMPs in der embryonalen Entwicklung und
vor allem der andauernden Kontrolle multipler Regulationsmechanismen im
gesamten Organismus scheint eine systemische Applikation fur die therapeutische
Stimulation der Knochenheilung nicht sinnvoll, sondern eher gefahrlich. Daher ist die
lokale Applikation anzustreben. Es konnte gezeigt werden, dass der lokale Abbau
von rhBMPs schnell verlauft und die Aktivitat einen dosisabhangigen und zeitlichen
Bezug hat *. Um vor Ort die osteoinduktive Aktivitit zu erreichen, sind der Aufbau
einer lokalen Wirkkonzentration, sowie eine kontrollierte Freisetzung erforderlich.
Daher zeigte sich, dass die Kombination mit einer Biomaterial-Matrix als
Tragersubstanz (,Drugcarrier) erfolgen muss, um eine maximale Effektivitat zu
erzielen . Da die systemische Anwendung von Bisphosphonaten ebenfalls das
Risiko von Nebenwirkungen birgt, ist desgleichen eine lokale Applikation und

Retention am Wirkort anzustreben.

FUr die Therapie von Frakturen und Pseudarthrosen ware eine Applikation von
Wachstumsfaktoren (BMPs) oder Bisphosphonaten uber eine biodegradierbare
Beschichtung von etablierten Osteosynthesematerialien ideal, da hier das Implantat
zum einen als mechanischer Stabilisator der Fraktur bzw. Pseudarthrose und zum
anderen als ,Drugcarrier* fur die lokale und kontrollierte Freisetzung von

Wachstumsfaktoren oder Bisphosphonaten dient *°.

Das zunehmende Verstandnis Uber das Zusammenspiel der Wachstumsfaktoren,
deren komplexe Regulation und vor allem Uber die Nebenwirkungen nach Gabe
supraphysiologischer Einzeldosen von BMPs haben die Suche nach optimalen

Tragersubstanzen und Applikationsmethoden verfeinert. Es folgten Uberlegungen
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dahingehend, eine Bereitstellung von bioaktiven Substanzen auf physiologischerer
Basis zu ermdglichen. In diesem Rahmen ist zumindest fur die Bone Morphogenetic
Proteins die Gentherapie in den Fokus der Wissenschaft geriickt '®*'". Die
therapeutische Strategie besteht hierbei in der indirekten Applikation des BMPs
durch korpereigene Produktion nach Transfer von entsprechend kodierenden
Gensequenzen in die Zielzellen. Der Gentransfer kann dabei auf zwei
unterschiedlichen Arten erfolgen. Beim ,in-vivo“ Gentransfer wird das genetische
Material direkt in das entsprechende Gewebe transferiert, so dass die Zielzellen nach
Aufnahme der spezifischen Gensequenz das entsprechende Protein vor Ort

169, 170, 173 |m Rahmen des ,ex-vivo“ Gentransfers werden dem

exprimieren
Organismus die Zielzellen zunachst entnommen, in vitro transfiziert und
anschliellend in das Zielgewebe reimplantiert, wo sie dann das entsprechend

kodierte Protein exprimieren 7172,

Der Transfer des genetischen Materials in die Zielzelle (,in vivo* oder ,ex-vivo“ kann

prinzipiell Gber zwei Arten von Genfahren (Vektoren) erfolgen.

1. Virale Genvektoren sind von naturlichen Viren abgeleitet. Ihrer Virulenz und ihrer
Replikationsfahigkeit entzogen, stellen sie, durch ihre intrinsische Fahigkeit eine
Wirtszelle mit genetischem Material zu infizieren, ein erfolgreiches Vehikel fur den
Transfer von externen Genen dar . Generell basiert das Virusgenom auf DNA oder
RNA, welche von einem Proteinkapsid eingehullt ist. Eine Vielzahl von viralen
Vektoren wurde untersucht. Zu den gebrauchlichsten zahlen jedoch die retroviralen,
adenoviralen, adenoviral-assoziierten Vektoren '”°. Der Vorteil der viralen Vektoren
ist ihre hohe Effizienz. Nachteilig ist die Moglichkeit einer Immunreaktion auf die
Viruspartikel, welche die transgene Expression verhindern kann und zu

systemischen Reaktionen fiihren kann "¢ 177,

2. Nicht-virale Genvektoren stellen eine Gruppe von synthetisch konstruierten
Genfahren dar. Sie haben eine einfachere Struktur als virale Vektoren und lassen
sich in groRerer Menge zu niedrigen Kosten produzieren. Das Aufnahmevermdgen
von Nukleinsauren ist im Gegensatz zu den viralen Vektoren nicht durch ein
Viruskapsid beschrankt. Diese Vektoren werden typischerweise mit Plasmid-DNA
gekoppelt. Da sie keine wesentlichen, antigenen Materialen beinhalten, ist eine
gesteigerte Immunantwort nicht zu erwarten und multiple Applikationen sind maglich.

Der grole Nachteil der nicht-viralen Genvektoren liegt in der reduzierten
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Transfektionseffizienz im Vergleich zu den viralen Vektoren, wahrend die Sicherheit

dieser Vektoren wiederum einen grofRen Vorteil darstellt '™ 178179,

2 Wissenschaftliche Fragestellungen

Neben der Durchfihrung experimenteller Untersuchungen zu pathophysiologischen
Grundlagen und zur therapeutischen Beeinflussbarkeit der ossaren Regeneration bei
Pseudarthrosen, stand im Rahmen einer klinischen Studie die detaillierte Analyse
prognostisch-relevanter Outcomeparameter nach erfolgreicher Behandlung von
Tibiaschaftpseudarthrosen im Vordergrund. Hierzu wurden Patienten Uber einen
mittleren Zeitraum von funf Jahren nachuntersucht. Folgende Fragen sollten

beantwortet werden:

1. Welche Klinischen Ergebnisse zeigen sich nach erfolgreicher, operativer
Versorgung von Patienten mit Pseudarthrosen des Tibiaschaftes im
Langzeitverlauf bezuglich der Funktion und der Lebensqualitat?

2. Stellen sich bestimmte patientenspezifische und/oder verletzungsassoziierte
Faktoren in der Korrelation als determinierend fur die resultierende

postoperative Lebensqualitat heraus?

Zusatzlich zu diesen Kklinischen Untersuchungen wund den identifizierten,
pathogenetisch relevanten Faktoren sollten experimentelle Therapieansatze zur
verbesserten Frakturheilung und fur die Pseudarthrosenbehandlung entwickelt und

hinsichtlich Ihrer Effektivitat evaluiert werden.

Mit dem Ziel die Therapie von Tibiaschaftpseudarthrosen zu optimieren stand
insbesondere die Frage nach einer positive Beeinflussung der Knochenheilung durch
innovative  Modulationen des Knochenstoffwechsels im  Mittelpunkt der
experimentellen in vitro und in vivo Untersuchungen. Zusatzlich war es das Ziel,
durch die Kombination der Knochendefektfullung mit einer lokalen Antibiotikagabe

neue therapeutische Ansatzpunkte in der Prophylaxe und Therapie von atrophen und
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Infektpseudarthrosen in Hinsicht auf eine Verbesserung der Behandlungsergebnisse

zu validieren.

Zur Uberpriifung der genannten Anséatze sollten im Einzelnen dabei folgende

Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Erweist sich eine biodegradierbare Poly(D,L-laktid) Implantatbeschichtung zur
lokalen Applikation von Wachstumsfaktoren in vivo hinsichtlich ihrer
Biokompatibilitat als geeignet?

2. Welchen Effekt zeigt der non-virale Gentransfer von BMP-2 Plasmiden Uber
die lokale Applikation in einer Poly(D,L-laktid) Implantatbeschichtung auf die
Frakturheilung?

3. Welchen histologischen Aspekt zeigt humanes Pseudarthrosengewebe und
wie ist dessen Zusammensetzung bezuglich relevanter Wachstumsfaktoren?

4. Welchen Einfluss hat die lokale Applikation von Bisphosphonaten Uber eine
Poly(D,L-laktid) Implantatbeschichtung auf die Frakturheilung?

5. Kann Demineralisierte Knochenmatrix (DBM) zur potentiellen Anwendung in
der operativen Therapie von Pseudarthrosen als Knochenersatzmaterial in
einfacher Weise und individualisiert mit verschiedenen Antibiotika kombiniert

werden?
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3 Klinische Ergebnisse nach Behandlung von Pseudarthrosen des

Tibiaschaftes

3.1 Funktionelles Outcome und Lebensqualitat im Langzeitverlauf nach

erfolgreicher Therapie von tibialen Pseudarthrosen

Long-term functional outcome and quality of life after successful surgical treatment of

tibial nonunions.
Wichlas F, Tsitsilonis S, Disch AC, Haas NP, Hartmann C, Graef F, Schwabe P
Int Orthop. 2015 Mar;39(3):521-5.

http://dx.doi.org/10.1007/s00264-014-2629-y

Frakturen des Tibiaschaftes zeigen in Abhangigkeit des stattgehabten Traumas,
patientenspezifischer Faktoren, der Frakturcharakteristik und der anschliellienden
Versorgung eine Pseudarthrosenrate von 2,6 - 54% 3031 363840 Bisher sind eine
Vielzahl von Behandlungsoptionen mit dem Ziel der erfolgreichen Knochen- und
Weichteilheilung beschrieben worden. Im Rahmen gesamtkonzeptioneller
Erwagungen und Bewertungen der einzelnen Therapieoptionen sind neben der
Erhebung von funktionellen Parametern auch sozio6konomische Aspekte beleuchtet
worden '®. Die aus Patientensicht enorm relevante Lebensqualitat nach Versorgung
von Pseudarthrosen des Tibiaschaftes wurde bisher nur marginal, und wenn, dann
nur fur kurz- bis mittelfristige Zeitraume untersucht. Die Essenz aus diesen Daten

36,181 Daher sollte aus

zeigt bereits verheerende EinbulRen der Lebensqualitat an
Patientensicht in einer retrospektiven Analyse erstmalig im Langzeitverlauf, neben
dem funktionellen Ergebnis, in erster Linie der Effekt auf die Lebensqualitat nach

erfolgreicher Behandlung von Pseudarthrosen untersucht werden.

Aus dem Zeitraum von 2002-2012 wurden von 76 Patienten mit
Tibiaschaftpseudarthrose insgesamt 64 Patienten identifiziert, bei welchen die
Pseudarthrose erfolgreich zur Ausheilung gebracht werden konnte. Der mittlere
Nachuntersuchungszeitraum betrug 61,2+28,9 Monate. Die Bewertung hinsichtlich

der Funktion erfolgte auf Grundlage von Bewegungsausmalien, sowie dem AOFAS
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(American Orthopaedic Foot and Ankle Society) Score. Die Bewertung der
Lebensqualitat wurde evaluiert mittels Short Form-36 (SF-36) Fragebogen und 10-
Punkt Visueller Analogskala (VAS) fur Schmerzintensitat, Zufriedenheit mit der
Gesamtbehandlung und des chirurgischen Outcomes und Einschrankungen der

Aktivitaten des taglichen Lebens im Beruf und beim Sport.

Es konnte erstmalig dargestellt werden, welchen Einfluss Tibiaschaftpseudarthrosen
auf die Funktion und vor allem die Lebensqualitat von Patienten im Langzeitverlauf
haben. Diese Ergebnisse sind insofern einmalig, als dass nur Patienten mit
erfolgreichem Abschluss der Fraktur- und Weichteilbehandlung eingeschlossen
wurden. Im Vergleich zur altersadaptierten Normalpopulation resultierten signifikante
Einschnitte der Lebensqualitdt und Einschrankungen der Funktion, wahrend
zusatzlich die Subitems der einzelnen Scores signifikant miteinander korrelierten. Die
Behandlungsdauer, vor allem aber die Schmerzintensitdt und die limitierte
Dorsalextension im oberen Sprunggelenk stellten sich als wesentliche Faktoren flr

eine limitierte postoperative Lebensqualitat heraus.

Wahrend also bisher eine kndcherne Heilung und die Weichteilkonsolidierung die
Parameter fur eine erfolgreiche Behandlung darstellten, sollte die
Bemessungsgrundlage auf die Aspekte der Lebensqualitat erweitert werden.
Zusatzlich ergibt sich aus der kombinierten Ansicht umso mehr die Notwendigkeit,
Moglichkeiten zur Optimierung von Pravention und Therapie von Pseudarthrosen des

Tibiaschaftes zu entwickeln.
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4 Experimentelle Konzepte zur Prophylaxe und Therapieoptimierung von

Pseudarthrosen des Tibiaschaftes

4.1 Untersuchung der Biokompatibilitat einer biodegradierbaren Poly(D,L-
laktid) Beschichtung fur orthopadische Implantate

Short term in vivo biocompatibility testing of biodegradable poly(D,L-lactide)-growth

factor coating for orthopaedic implants.

Wildemann B, Sander A, Schwabe P, Lucke M, Stockle U, Raschke M, Haas NP,

Schmidmaier G
Biomaterials. 2005 Jun;26(18):4035-40.

http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2004.10.004

Ein Behandlungsansatz zur Prophylaxe und Therapie von Tibiaschaftpseudarthrosen
stellt die lokale Applikation von bioaktiven Substanzen (z.B. Wachstumsfaktoren oder
Bisphosphonaten) Uber eine Implantatbeschichtung als Tragersubstanz dar. Die
Tragersubstanz zur Ubermittlung dieser bioaktiven Substanz spielt dabei eine

Schlisselrolle.

Biodegradierbare Polymere aus der Familie der Polylaktidsauren (PLA — polylactid
acid) und Polyglykolsauren (PLG - polyglycolic acid) sind bereits in der
experimentellen und klinischen Anwendung verbreitet '%2'%%  Poly(D,L-laktid)
(PDLLA) ist ein Polylaktidsaure-Stereopolymer, welches im Organismus durch
enzymatische Hydrolyse zu Monomeren abgebaut wird. Diese werden im Zitratzyklus
in Wasser und Kohlensaure metabolisiert und in dieser Form ausgeschieden. Im
Rahmen der Anwendung als Tragersubstanz und einer kontrollierten Freisetzung der
bioaktiven Substanzen spielen die Polymerdegradierung und die Erosion
(Massenverlust der Polymermatrix) eine entscheidende Rolle '** '®_ Die Freisetzung
der bioaktiven Substanz (,drug-relase®) erfolgt in zwei Schritten: erstens und

hauptsachlich Uber Diffusion ohne Massenverlust und zweitens durch die Erosion der
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Matrix 84,

Die Menge der bioaktiven Substanz kann, bezogen auf den
Gesamtorganismus, durch die lokale Applikation gering gehalten werden. In
Vorarbeiten wurden bereits die mechanische Stabilitdt, das Abbauverhalten des
Tragermaterials PDLLA und die Freisetzungskinetik von inkorporierten bioaktiven

184

Substanzen untersucht Insbesondere vor dem Hintergrund, dass

Entzindungsreaktionen durch den Einsatz von gro3eren Mengen an Polylaktiden

beschrieben wurden '®

, und diese gerade im Hinblick auf die Sicherheit und
Effektivitat einer weiteren Anwendung eine entscheidende Rolle spielen, sollte die

Biokompatibilitat der Implantatbeschichtung untersucht werden.

In einem etablierten Frakturmodell wurden Tibiae von Ratten mit
PDLLA+Wachstumsfaktoren beschichteten versus unbeschichteten Kirschnerdrahten
stabilisiert. Nach 5, 10, 15 und 28 Tagen erfolgte die histologische Aufarbeitung der
Tibiae mit immunhistochemischer Darstellung und quantitativer Analyse von
Makrophagen/Monozyten und Osteoklasten. In den Ergebnissen zeigte sich in den
frihen Untersuchungszeitpunkten (5-15 Tage) eine Infiltration von Monozyten und
Makrophagen entsprechend der akuten Entzindungsphase im Rahmen des
regularen Frakturheilungsprozesses. Nach 28 Tagen konnte eine deutliche
Regredienz der Monozyten und Makrophagen vor allem auch im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit unbeschichteten Implantaten festgestellt werden. Diese
Ergebnisse unterstitzten vorangegangene Studien, bei denen im Rahmen desselben
Modells nach 28, 42 und 84 Tagen weder deskriptiv-histologisch noch radiologisch

Zeichen einer gesteigerten Entziindung gesehen werden konnten 8% '8

Zusammengefasst konnte also in vivo dargestellt werden, dass der Einsatz der
Beschichtung keine gesteigerten Fremdkorper- oder Entzindungsreaktionen
hervorruft. Daher wurde es als sicheres Tragermaterial fur die klinische Behandlung

von Pseudarthrosen angesehen.
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4.2 Effekt eines neuen, nicht-viralen Gentransfers von BMP-2 auf die

Knochenheilung

Effect of a novel nonviral gene delivery of BMP-2 on bone healing.

Schwabe P, Greiner S, Ganzert R, Eberhart J, Dahn K, Stemberger A, Plank C,

Schmidmaier G, Wildemann B
ScientificWorldJournal. 2012;2012:560142.

http://dx.doi.org/10.1100/2012/560142

Aufbauend auf den bisherigen Ergebnissen zur bioaktiven Implantatbeschichtung
solite im weiteren der Effekt eines nicht-viralen Gentransfers von BMP-2 auf die
Knochenheilung, vermittelt iber die PDLLA-Beschichtung von Implantaten im Sinne

eines genaktivierten Implantats, untersucht werden.

Der innovative Ansatz der Gentherapie stitzt sich auf die Tatsache, dass die Daten
aus den klinischen Anwendungsstudien der BMPs zwar vielversprechende Resultate
zeigten, aber bezogen auf die stimulierenden Effekte in experimentellen und
praklinischen Versuchsreihen, unter den erhofften Erwartungen blieben '3 "% Es
wurde vermutet, dass eine exogene Einzelgabe von BMPs in supraphysiologischer
Dosis kein adaquates osteoinduktives Signal erzeugen kann, vor allem in Situationen
mit schlechter Knochensubstanz und unzureichender Blutversorgung, wie das
insbesondere bei Pseudarthrosen der Fall sein kann. Die Halbwertszeit von
Wachstumsfaktoren im Gewebe ist sehr kurz, beim BMP-2 liegt sie zwischen 7-16
Minuten '®® '8 Daher bietet der gentherapeutische Ansatz die Mdglichkeit, iber das
Einbringen einer genetischen Sequenz, eine physiologischere endogene und langer

andauernde BMP Expression zu erreichen.

Um diesen Ansatz fur eine mogliche Therapiestrategie in der Behandlung von
Tibiaschaftpseudarthrosen zu untersuchen, wurde der Einfluss eines genaktivierten
Implantats auf die Knochenheilung in der Rattentibia untersucht. Im Rahmen eines
nicht-viralen Gentransfers wurde fur BMP-2 kodierende Plasmid-DNA Uber einen
Copolymer-geschutzten Genvektor (COPROG — Copolymer Protected Gene Vector),
eingebettet in eine PDLLA-Beschichtung, auf Titan Kirschnerdrahten in frakturierte

Tibiae eingebracht.
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Die Ergebnisse zeigten nach 28 und 42 Tagen sowohl radiologisch, als auch
histologisch keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Knochenheilung,
obgleich die transgene Expression von BMP-2 Uber den gesamten Versuchszeitraum
nachweisbar war. In der biomechanischen Testung zeigte sich nach 42 Tagen jedoch
eine signifikant hohere Versagenslast der Gentransfergruppe verglichen zur
Kontrollgruppe, wahrend fur die torsionale Steifigkeit zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede gefunden werden konnten. Die Untersuchung verschiedenster
Organsysteme ergab keine Biodistribution auf3erhalb vom Wirkungsbereich an der

Tibia, sodass der Gentransfer mit dieser Methode als sicher einzustufen war.

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass osteogene Zellen Uber Copolymer
geschutzte Genvektoren mit BMP-2 Plasmid-DNA erfolgreich in vivo transfiziert
werden kénnen und eine transgene Expression uber einen Zeitraum von mindestens
42 Tagen aufrecht erhalten werden kann. Die weiteren Uberlegungen zu den
geringen Auswirkungen auf die Frakturheilung bezogen sich auf eine mdglicherweise
zu niedrig gewahlten Plasmidkonzentration. Basierend auf der Erkenntnis, dass im
Rahmen der Frakturheilung die Interaktion von Zellen durch eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen gesteuert wird, stellte sich weiterhin die Frage,
inwieweit die Applikation eines einzelnen Wachstumsfaktors flr die positive
Beeinflussung der Knochenheilung ausreichend ist. Zum weiteren Verstandnis sollte
daher die Analyse von humanem Pseudarthrosengewebe Aufschluss uber die
Komposition und Interaktion von Wachstumsfaktoren im Vergleich zu Gewebe nach

regelhafter Frakturheilung geben.
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4.3 Darstellung der Histologie und Bestimmung von Wachstumsfaktor-

konzentrationen in humanem Pseudarthrosengewebe

A pilot study investigating the histology and growth factor content of human non-

union tissue.
Schwabe P, Simon P, Kronbach Z, Schmidmaier G, Wildemann B
Int Orthop. 2014 Dec;38(12):2623-9.

http://dx.doi.org/10.1007/s00264-014-2496-6

Wahrend der frihen Phase der Frakturheilung und Knochenregeneration werden
zahlreiche fur therapeutische Ansatze relevante Wachstumsfaktoren sowohl
sequentiell, als auch simultan exprimiert ° "% °" |m Hinblick auf die Fokussierung
von Wachstumsfaktor-basierten Therapiestrategien flir die Behandlung von
Pseudarthrosen war es Ziel dieser Untersuchung die Zusammensetzung von
verschiedenen Wachstumsfaktoren in humanem Gewebe, welches im Rahmen der
operativen Pseudarthrosenrevision enthnommen wurde, zu bestimmen. Als Kontrolle
diente dabei Gewebe, welches bei Implantatentfernungen nach regelrecht geheilter
Fraktur aus der Region der ehemaligen Fraktur enthommen wurde. Die Alters- und
Geschlechtsdistribution der insgesamt 57 Patienten (44 Pseudarthrosen und 13
Kontrollen) war bis auf einen Uberhang von mannlichen Patienten in der
Kontrollgruppe vergleichbar. Neben einer Quantifizierung von IGF-I, TGF-31, BMP-2,
-4, -7, PDGF-AB, VEGF-A und IL-6 im Gewebe, erfolgte zusatzlich die
immunhistochemische Gefaldarstellung tber a-SMA (smooth muscle actin) und von
den bekannten BMP Antagonisten Sklerostin und Noggin. Dies ist die erste Studie,
welche in  humanem Pseudarthrosengewebe die Zusammensetzung von
Wachstumsfaktoren auf Proteinbasis untersucht hat. Die deskriptive Histologie und
die Immunhistologie zeigten keine auffalligen Unterschiede hinsichtlich der Verteilung
der Gefalle, bzw. Expression beider BMP Antagonisten innerhalb der
unterschiedlichen Gruppen. Die Faktoren IL-6 und IGF-I konnten in einigen Proben
nicht gemessen werden. Die Werte fur BMP-2 lagen unterhalb der Nachweisgrenze
in allen Proben beider Gruppen. Wahrend die Menge von BMP-4, TGF-31 und

34



VEGF-A in beiden Gruppen nicht unterschiedlich war, zeigte sich eine signifikant
geringere Menge von BMP-7 und PDGF-AB.

Die unterschiedliche Menge der Wachstumsfaktoren und gleichzeitige Expression
von BMP Gegenregulatoren in beiden Gruppen deutet darauf hin, dass die
Effektivitat in der Unterstitzung der Knochenheilung auf Basis der Applikation von
Wachstumsfaktoren nicht maligeblich durch die Einzelgabe einer Substanz
gesteigert werden kann. Vielmehr Ilasst sich hieraus ableiten, dass neue
Behandlungsansatze das Zusammenspiel der einzelnen Faktoren und deren

Regulationsmechanismen berucksichtigen missen.
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4.4 Einfluss der lokalen Applikation von Zolendronat in einer Poly(D,L-laktid)

Implantatbeschichtung auf die Frakturheilung

Local application of zoledronic acid incorporated in a poly(D,L-lactide)-coated implant

accelerates fracture healing in rats.
Greiner S, Wildemann B, Back D, Alidoust M, Schwabe P, Haas NP, Schmidmaier G
Acta Orthop. 2008 Oct;79(5):717-25.

http://dx.doi.org/10.1080/17453670810016768

Ein weiterer, von den Wachstumsfaktoren unabhangiger Ansatz zur
Therapieoptimierung von Pseudarthrosen des Tibiaschaftes ist die lokale Applikation
von Zolendronat (ZOL) inkorporiert in PDLLA (Poly(D,L-laktid)) als bioaktive
Beschichtung flr Implantate. In eigenen Vorarbeiten konnte bereits nachgewiesen
werden, dass diese Art der Applikation von Zolendronat in vitro zu einem
signifikanten Abfall der Osteoklastenbildung und -aktivitat fuhrt und die osteogene

Differenzierung positiv beeinflusst wird %% 192

. Es sollte im folgenden Ansatz
Uberpruft werden, inwiefern sich die lokale Applikation in dieser Form in vivo auf die

Knochenheilung auswirkt.

Hierfir wurden im Rahmen des etablierten Frakturmodells der Rattentibia
unbeschichtete versus PDLLA-beschichtete versus ZOL+PDLLA beschichtete Titan
Kirschnerdrahte als intramedullare Krafttrager in die Tibia nach standardisierter
Schaftfraktur eingebracht. Nach 42 und 84 Tagen erfolgten jeweils die Entnahmen
der Tibiae und die biomechanischen Testungen. Die radiologische
Verlaufsbeurteilung zu den entsprechenden Zeitpunkten zeigte nach 42 Tagen eine
signifikant bessere Uberbriickung fir die ZOL-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Beschichtung. Weiterhin zeigte sich eine signifikant vermehrte
Kallusbildung der ZOL-Gruppe im Vergleich zur PDLLA-Gruppe und zur
unbeschichteten Gruppe nach 42 und 84 Tagen. In der biomechanischen Testung
war nach 42 Tagen sowohl bezuglich der torsionalen Steifigkeit, als auch des
maximalen Drehmoments die ZOL-Gruppe den beiden anderen Gruppen signifikant
Uberlegen. Nach 84 Tagen zeigten sich bezuglich der torsionalen Steifigkeit noch

signifikant bessere Werte in der ZOL-Gruppe im Vergleich zur unbeschichteten
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Gruppe, wahrend sich die Werte des maximalen Drehmoments nicht mehr signifikant

unterschieden.

Durch den positiven Einfluss des Konzeptes auf die Knochenheilung in vivo konnte
die Relevanz dieses Ansatzes fur die Stimulation der Knochenheilung in der

Pseudarthrosentherapie dargestellt werden.
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4.5 Analyse der Freisetzungskinetiken von verschiedenen Antibiotika nach
Kombination mit Knochenersatzmaterial (Demineralisierter

Knochenmatrix)

Analysis of parameters influencing the release of antibiotics mixed with bone grafting

material using a reliable mixing procedure.
Bormann N, Schwabe P, Smith MD, Wildemann B
Bone. 2014 Feb;59:162-72.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bone.2013.11.005

Im Rahmen der Behandlung von Infektpseudarthrosen entstehen nach dem
Debridement des infizierten Bindegewebes oder der Entfernung von
Knochensequestern aus der ehemaligen Frakturregion oftmals ausgedehnte
knocherne Defekte. Diese mussen sekundar mit Knochenmaterial oder
Knochenersatzmaterial gefullt und rekonstruiert werden, um eine kndcherne
Uberbriickung zu erméglichen. Aktuell stellt die Transplantation von autologem
Knochenmaterial hierfir den Goldstandard dar ' . Eine Méglichkeit zur
Optimierung der Defektaufflllung kdnnte gerade flr infizierte Pseudarthrosen eine
lokale Antibiotikatherapie Uber die Kombination mit dem Knochenersatzmaterial zum
Schutz des Knochenregenerats sein. Dabei scheint gerade die Mdoglichkeit
vielversprechend, das jeweilig gewlnschte Antibiotikum im Rahmen eines einfachen
Verfahrens perioperativ mit einem etablierten Knochenersatzmaterial, zum Beispiel
Demineralisierter Knochenmatrix (DBM), zu vermischen. Dadurch kann im Rahmen
des Sekundareingriffes, additiv zur systemischen Antibiotikatherapie, ein
Zielgerichteter Schutz gegen die jeweiligen pathogenen Keime am Wirkort erreicht

werden.

Neben der Untersuchung der Tauglichkeit und der intraoperativen Handhabbarkeit
des Mischsystems fur den perioperativen Einsatz sollte analysiert werden, welchen
Einfluss verschiedene Antibiotikakonzentrationen und artifizielle Veranderungen des
umgebenden Milieus auf die Freisetzungskinetik der Antibiotika aus der DBM in vitro
haben. Als Wirkstoffe wurden Gentamicin, Tobramycin und Vancomycin eingesetzt.

Zusatzlich zur pharmakologischen Aktivitdt wurde in der Zellkultur die mdgliche
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Toxizitdt der freigesetzten Substanzen Uber eine Vitalitats- und osteogene
Aktivitatsbeurteilung von primaren osteoblasten-ahnlichen Zellen beurteilt. Im
Ergebnis erwies sich das Mischsystem als einfach, sicher und gut reproduzierbar fir
den perioperativen Einsatz. Die Freisetzung von Gentamicin und Tobramycin fand
unabhangig von unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen und verschiedener
Umgebungsmilieus innerhalb von drei Tagen statt, wahrend Vancomycin zumindest
in einem Ansatz eine Freisetzungsdauer von 14 Tagen hatte. Die Effektivitat der
freigesetzten Antibiotika konnte Uber ein gehemmtes Wachstum von Staphylococcus
aureus in allen Versuchsgruppen belegt werden. In der Zellkultur zeigte sich
unabhangig von den Wirkstoffkonzentrationen keine signifikante Einschrankung der
Vitalitédt und der osteogenen Aktivitat der Zellen als Nachweis fur die Sicherheit des

Verfahrens.

Aus den Ergebnissen ergibt sich ein optimierter therapeutischer und praventiver
Einsatzbereich dieser Methode sowohl im Rahmen der sekundaren Defektaufflllung
bei infizierten Pseudarthrosen, als auch im praventiven Ansatz bei der primaren
Defektrekonstruktion mit Knochenmaterial, wie sie beispielsweise bei atrophen

Pseudarthrosen durchgefuhrt wird.
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5 Diskussion

Grundsatzlich gibt es effektive Ansatze zur Behandlung von tibialen Pseudarthrosen.
Die meisten der hierzu verfigbaren klinischen Studien berichten Uber verschiedene
chirurgische Techniken, unterschiedliche Implantatanwendungen und radiologische
Konsolidierungsergebnisse ohne eine detaillierte Analyse der fur die resultierende
Funktion und postoperative Lebensqualitat prognostisch relevanten Faktoren. Ferner
ist die experimentelle Datenlage hinsichtlich der Entwicklung und Evaluation
neuartiger Therapieansatze durch nur wenige, dezidiert auf die Stimulation der im
Rahmen von Pseudarthrosen gestorten Knochenheilung ausgerichtete Arbeiten

gekennzeichnet.

Ziel dieser Arbeit war es zunachst die klinischen Ergebnisse bisheriger
Therapieverfahren mit Identifikation prognostisch relevanter Faktoren fur die
postoperative Lebensqualitat und Extremitatenfunktion zu analysieren. Zusatzlich
sollte anhand etablierter experimenteller Modelle zur Frakturheilung und mittels in
vitro und in vivo Untersuchungen innovative Ansatze zur Prophylaxe und
Therapieoptimierung von Pseudarthrosen Strategien entwickelt, validiert und

hinsichtlich ihrer Effektivitat analysiert werden.

5.1 Klinische Untersuchungen

Unabhangig von der genauen Lokalisation bedeutet das Management einer tibialen
Pseudarthrose fur den behandelnden Chirurgen und den Patienten eine gleichsam
aufwendige und anspruchsvolle Aufgabe. Entsprechende Therapiemalihahmen
beinhalten eine signifikant hdhere Anzahl an chirurgischen Eingriffen und stationaren
Krankenhaustagen '®'. Wahrend sich die meisten Studien zunachst auf funktionelle
Gesichtspunkte fokussierten, gibt es bisher nur eine sehr Ubersichtliche Anzahl an
Arbeiten, die sich mit der Thematik der Lebensqualitdt auseinandergesetzt haben.
Die Ergebnisse daraus sind mehr als eindeutig, denn aus Patientensicht fuhrt eine
Pseudarthrose zu einer hochst relevanten Einschrankung der Lebensqualitat. In
einer aktuellen Studie von Brinker et al. wurden 237 Patienten mit insgesamt 243
Pseudarthrosen im Bereich des Tibiaschaftes hinsichtlich ihres funktionellen

Ergebnisses und vor allem beziiglich ihrer Lebensqualitidt untersucht *°. Die
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Patienten hatten sich bis zu 23 Revisionseingriffen unterzogen. Mehr als die Halfte
der Patienten wurde mindestens zweifach revidiert. Der fur die Lebensqualitat
erhobene Short Form-12 Physical Component Score (SF-12 PCS) lag mit seinem
Punktwert unterhalb der 10. Perzentile der vergleichbaren Normalbevélkerung,
wahrend der Short Form-12 Mental Component Score (SF-12 MCS) gerade an die
25. Perzentile der Normalbevolkerung heranreichte. Damit besteht fur Patienten mit
einer Pseudarthrose des Tibiaschaftes eine Lebensqualitat, die sowohl deutlich
unterhalb des Levels einer Vielzahl an orthopadisch-unfallchirurgischen
Erkrankungen, aber auch von weitverbreiteten, internistischen metabolischen oder
Herz-/ Kreislauferkrankungen wie Asthma, Diabetes mellitus (Typ Il), Bluthochdruck
oder der koronaren Herzkrankheit angesiedelt ist. Auch der direkte Vergleich
zwischen Patienten mit Pseudarthrosen (n=30) und geheilten Frakturen (n=30) des
Tibiaschaftes zeigte, ermittelt Uber den SF-12 PCS und SF-12 MCS, ein signifikant
schlechteres Ergebnis fur die Patienten mit Pseudarthrose im punkto Lebensqualitat
81 Auch die Notwendigkeit fiir orthopadische Hilfsmittel war signifikant erhoht in der
Pseudarthrosengruppe '®'. Wahrend sich die genannten Studien nur auf mittelfristige
Zeitrdume beziehen, konnte unsererseits fur Patienten mit Tibiaschaftpseudarthrosen
dargestellt werden, dass die Auswirkungen auf die Lebensqualitdt und Funktion,
evaluiert mit dem SF-36 Fragebogen, VAS Skalen (Schmerz, Patientenzufriedenheit
und Einschrankungen im taglichen Leben) und dem AOFAS Score auch im
langfristigen Verlauf (mittleres follow-up 61,2+28,9 Monate) verheerend sind. Die
Werte aus allen Subgruppen des SF-36 zeigten sich signifikant vermindert zu den
Werten der altersadaptierten, deutschen Normalpopulation. Der gleiche Effekt konnte
ebenfalls von Bowen et al. gezeigt werden, allerdings fur die kanadische
Normalpopulation und im Rahmen einer nur kleinen Fallserie von neun Patienten mit
tibialer Infektpseudarthrose . Im Vergleich zu den von uns erhobenen Werten fiir
den AOFAS Score konnten Shahid et al. bessere Werte darstellen '*°. Allerdings
waren in dieser Studie sowohl die Gesamtanzahl der Operationen und die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes geringer, sowie der Nachuntersuchungszeitraum mit etwas

Uber einem Jahr deutlich kirzer.

Aus soziodkonomischer Sicht sind zusatzlich die gesteigerten Kosten zu betrachten,
welche die Behandlung von Patienten mit einer Pseudarthrose nach sich zieht. Ein
direkter Kostenvergleich gestaltet sich schwer, da letztlich keine Pseudarthrose in

Lokalisation, Auspragung und Genese der anderen gleicht und die Therapien in der
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Regel individualisiert sind. Allen gemeinsam sind jedoch die gesteigerten Kosten,
welche die logische Konsequenz aus den zusatzlichen Eingriffen und aufwendigeren
Nachbehandlungen darstellen. Es ist zu differenzieren zwischen direkten Kosten,
welche durch die klinische und rehabilitative Versorgung entstehen und den
indirekten Kosten, welche zum Beispiel durch die verlangerte oder komplette
Arbeitsunfahigkeit, bzw. durch notwendige Wiedereingliederungsmalinahmen
entstehen kdnnen. Busse et al. konnten zeigen, dass sich die direkten und indirekten
Kosten flr die Behandlung von geschlossenen, bzw. erstgradig offenen
Tibiafrakturen unabhéngig von der Art der Therapie (Gips mit und ohne
Ultraschallbehandlung, intramedullare Marknagelung mit und ohne Aufbohren der
Markhdhle) durch die Entwicklung einer verzdgerten Heilung oder einer
Pseudarthrose in etwa verdoppeln '®°. Fiir ein ,best case scenario“ der Behandlung
einer tibialen Pseudarthrose (Therapieansprechen nach einer Standardbehandlung)
berechneten Kanakaris et al. direkte und indirekte Kosten von ca. 16.000£ 7. Fir
Pseudarthrosen nach komplexeren Tibiaschaftfrakturen geht die finanzielle Schere
im Rahmen der Behandlung weiter auf. Heckmann et al. verglichen nur die direkten
Kosten nach Behandlung von Pseudarthrosen nach hohergradig offenen
Tibiafrakturen (Gustilo/ Anderson Grad Ill) *. Diese beliefen sich fiir die sekundéare
Amputation bei ca. 30.000 US$ und fiir die Behandlung mit llizarov Fixateursystem
bei ca. 60.000 US$. Nach Einschluss der Kosten fiir die exoprothetische Versorgung
stiegen die Kosten fur die Gruppe der amputierten Patienten hingegen auf Uber
400.000 USS.

Von allen Réhrenknochen zeigt die Tibia die hochste Rate an Pseudarthrosen. Die
damit verbundenen psychosozialen Einschrankungen, chronischen Schmerzen und
Funktionslimitierungen erfordern ein diffiziles und Ubergreifendes Management. Die
Therapie ist ein langwieriger Prozess und erfordert zumeist multiple chirurgische
Eingriffe, ist bei Infektpseudarthrose durch die notwendige Infektsanierung zusatzlich
erschwert und hat eine enorme soziodkonomische Relevanz. Innovative Ansatze zur
Prophylaxe und Therapie kdnnten dabei helfen, die Behandlung zu optimieren, das
funktionelle Ergebnis sowie die postoperative Lebensqualitat fiur den Patienten zu
verbessern und letztlich die finanzielle Belastung fur das Gesundheitssystem zu

minimieren.
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5.2 Lokale Applikation von BMPs

Eine Vielzahl von Studien hat zum heutigen Verstandnis der molekularen
Grundlagen der Frakturheilung beigetragen. Basierend darauf hat sich die lokale
Applikation von Wachstumsfaktoren, insbesondere von BMPs als sinnvoll erwiesen,
um die Knochenheilung positiv zu beeinflussen. BMPs sind |6slich und sie werden

189

schnell durch enzymatische Spaltung abgebaut Im Tierversuch sind

beispielsweise fiir das BMP-2 Halbwertszeiten von 7-16 Minuten beschrieben '8 188,
Praklinische Studien belegten, dass eine kontrollierte Freisetzung uUber einen
langeren Zeitraum effizienter ist, als eine Bolusgabe und dadurch zusatzlich das
Risiko von Nebenwirkungen reduziert werden kann . Die Herausforderung liegt nun
darin einen Trager zu finden, welcher den bioaktiven Wirkstoff zum Applikationsort
transportiert und dort retiniert, damit er auch Uber einen langeren Zeitraum seine
spezifischen Wirkungen entfalten kann. Die Anforderungen an einen optimalen
Trager sind dabei vielfaltig. Er sollte eine ausreichende mechanische Stabilitat
besitzen, biodegradierbar sowie sterilisierbar sein, eine flexible Dosierung der
Wirkstoffe sowie eine reproduzierbare Freisetzungskinetik ermaoglichen. Die
Degradation sollte in einem Zeitrahmen erfolgen, in welchem die angestrebte
Knochenformation nicht durch Residuen des Tragermaterials gestort wird. Weitere
wichtige Parameter sind die einfache Handhabung durch den Anwender und die
Biokompatibilitat des  Materials, um den Effekt eines assoziierten
Entziindungsgeschehens auf die Knochenheilung zu minimieren '°® . Aus diesem
Ansatz heraus sind eine Vielzahl unterschiedlicher Carriersysteme entwickelt und
untersucht worden % %8 1% Dije klinisch zugelassenen BMPs werden mit bovinem
Typ | Kollagen als Tragersubstanz appliziert, rhBMP-2 in Kombination mit einem
Kollagenschwamm und rhBMP-7 mit Kollagenpartikeln. Typ | Kollagen bildet den
Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix, ist dadurch biokompatibel und
bioresorbierbar. Weiterhin bildet Kollagen eine osteokonduktive Matrix zur Aufnahme
von neu gebildetem Knochen durch die Bindung von nicht-kollagenen
Matrixproteinen, welche die Mineralisierung initiieren ° '*°. Das Problem mit der
klinischen Applikation der kollagenen Tragersubstanz ist die resultierende
Immunogenitat. Friedlaender et al. konnten in ihrer Studie mit 124 Patienten zum
Einsatz von rhBMP-7 (in Kombination mit 1g bovinem Typ 1 Kollagen) bei tibialen
Pseudarthrosen eine Antikorperbildung gegen das Kollagen in 5% der Patienten

nachweisen "*’. In einer weiteren Studie konnte nach Applikation von rhBMP-2 mit
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einem  absorbierbaren  Kollagenschwamm  bei  Tibiaschaftfrakturen eine
Antikdrperbildung in 17% der Patienten gegen das bovine Typ | Kollagen detektiert
werden. Interessanterweise stieg die Anzahl der Patienten mit Antikdrpern mit
hoherer Dosierung des rhBMP-2 . Ungewiss bleibt, welche Reaktionen sich bei
den Patienten nach Applikation hoherer Mengen BMP oder Kollagen und vor allem
auch bei Zweitgabe nach primarer Sensibilisierung zeigen. Weiterhin wurde als
bedenklich eingestuft, dass die Kombination von Kollagen mit rhBMPs in
verschiedensten Tiermodellen erfolgreich verlief, wahrend in der humanen
Anwendung nur sehr hohe Dosen einen osteoinduktiven Effekt zeigen konnten *°. Es
wurde diskutiert, ob das Kollagen gegebenenfalls die Freisetzung von BMPs im
Gewebe behindert und dadurch nur hohe Dosen wirksam sind *°. Eine geeignetere
Form der Applikation stellt die Einarbeitung von Wachstumsfaktoren (oder ahnlichen
bioaktiven Substanzen, wie zum Beispiel von Bisphosphonaten) in eine
Implantatbeschichtung aus Poly-(D,L-laktid) (PDLLA) dar. Hierbei fungiert das
Implantat zum einen als mechanischer Stabilisator fir den Knochen und zum
anderen als Trager fur bioaktive Substanzen bei kontrollierter Freisetzung aus der
Beschichtung heraus. Naturlich muss die Beschichtung die Anforderungen einer
geeigneten Tragersubstanz erfullen. PDLLA ist biodegradierbar, seine Metabolite
werden vollstandig im Zitratzyklus abgebaut ?®°. Die Degradation verlduft langsam.
Es werden Uber einen Zeitraum von 6 Wochen in vitro und in vivo 7-8% der
Beschichtung abgebaut . Das ist vorteilhaft, denn ein zu schneller Abbau der
Beschichtung koénnte zu unkontrollierten Freisetzungen der bioaktiven Substanzen
fuhren. Die Vorarbeiten hierzu zeigten eine kontrollierte Freisetzung der
eingearbeiteten Wachstumsfaktoren aus der Beschichtung zu ca. 50% innerhalb der
ersten 48h mit einer weiteren Freisetzung von ca. 30% innerhalb der folgenden 42
Tage "®*. Im Vergleich dazu fiihrt Applikation Giber einen Kollagenschwamm zu einer
initialen Freisetzung der BMPs von 30%, gefolgt von einer weiteren kontinuierlichen
Freisetzung mit einer Halbwertszeit von nur drei bis funf Tagen ' 2°2. Die
Beschichtung muss zusatzlich der mechanischen Belastung standhalten, die durch
das Einbringen des Implantates erzeugt wird. Es konnte gezeigt werden, dass der
Abrieb nach Explantation eines PDLLA-beschichteten, intramedullaren Marknagels
gleichmaRig Uber das Implantat hinweg unter 3% betrug '®*. Die Praktikabilitat fiir
den Kklinischen Bereich zeigt sich auch durch die biologische Stabilitét der

Beschichtung. Darin eingearbeitete Wachstumsfaktoren verloren auch nach
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Lagerung von 5 und 14 Monaten bei -20° nicht ihre biologische Aktivitat 2°°. Hierauf
aufbauend wurde die Biokompatibilitdt der bioaktiven Beschichtung im Tierversuch
untersucht. Nach standardisierter Fraktur erfolgte die Implantation von
PDLLA+Wachstumsfaktoren versus unbeschichteten Kirschnerdrahten in die Tibia
von Ratten. Die Tibiae wurden nach 5, 10, 15 und 28 Tagen histologisch
aufgearbeitet und hinsichtlich vorliegender Fremdkdrperreaktionen evaluiert. Das
Ergebnis zeigte eine Infiltration von Monozyten/Makrophagen zu den frihen
Zeitpunkten nach 5-15 Tagen entsprechend der  physiologischen
Entzindungsreaktion nach Fraktur. Nach 28 Tagen konnte ein deutlicher Abnahme
der zellularen Antwort, auch im Vergleich zu der Kontrollgruppe festgestellt werden.
Damit stiitzten sich die Ergebnisse auf die in vitro Daten ?** und auf weitere in vivo
Studien, bei denen in ahnlicher Konstellation nach 28, 42 und 84 Tagen weder
histologisch, noch radiologisch gesteigerte Entzindungszeichen gesehen werden

konnten 182 186

. Zusammengefasst erflullt die PDLLA Implantatbeschichtung zur
kontrollierten Freisetzung von bioaktiven Substanzen die Bedingungen einer
optimalen Tragersubstanz und scheint im Hinblick auf die klinische Applikation den
aktuellen kollagenen Tragern uberlegen. Im Tiermodell konnte eine beschleunigte
Frakturheilung nach Einarbeitung von IGF-I und TGF-B1 oder rhBMP-2

nachgewiesen werden %> 82

Die PDLLA-Beschichtung weist ein sicheres
Anwendungsprofil auf und der Einsatz in Kombination mit bioaktiven Substanzen
scheint fur die Prophylaxe und Therapie von Tibiaschaftpseudarthrosen

vielversprechend.

5.3 Gentherapie

Selbst unter der Vorstellung einer optimalen Tragersubstanz wird rhBMP aufgrund
seiner kurzen Halbwertzeit und seines dosisabhangigen Effektes in Konzentrationen
appliziert, welche die normale Konzentration im Knochen deutlich {ibersteigen '8
Beispielsweise kann aus einem Kilogramm menschlichen Knochens ca. 1uyg BMP
extrahiert werden. Eine kommerzielle Dosis rhBMP-7 enthalt 3,5mg. Dies ist

% Hieraus

aquivalent zu dem gesamten BMP-7 zweier menschlicher Skelette
erwachsen Beflrchtungen bezuglich der Sicherheit und letztlich auch den Kosten,
die eine klinische Therapie mit sich bringt. Diese Bedenken haben die Gentherapie in

den Fokus wissenschaftlicher Uberlegungen gebracht. Die grundlegende Idee dieses
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Ansatzes ist es, Uber die Applikation des genetischen Materials fur ein spezifisches
Protein ein hdheres und konstanteres Wirklevel zu induzieren, als es durch die
exogene Applikation des Proteins erreicht werden kann. Entsprechend wurde im
Hinblick auf den Einsatz in der Pravention und Behandlung von Pseudarthrosen ein
Gentransfer von 40ug BMP-2 Plasmid-DNA Uber einen nicht-viralen Copolymer
geschutzten Genvektor in Kombination mit der PDLLA Implantatbeschichtung in der
Zellkultur und in vivo an einem etablierten Rattenfrakturmodell durchgefuhrt. In der
Zellkultur konnte eine Transfektion von primaren Rattenosteoblasten und hieruber
eine stabile BMP Expression bis zum 10. Tag gezeigt werden. In vivo konnte ein
positiver Einfluss auf die Knochenheilung nur in der biomechanischen Auswertung
nach 42 Tagen nachgewiesen werden. Ein Erklarungsansatz ist die Tatsache, dass
nicht-virale Genvektoren eine generell niedrige Transfektionseffizienz aufweisen als
virale Vektorsysteme. Es wird geschatzt, dass die Aufnahme von nicht-viralen
Vektoren in die Zellen ca. 10°fach geringer ist ?°°>. Andererseits besteht bei der
Anwendung von viralen Vektorsystemen aufgrund der deutlich héheren Effizienz die
Gefahr einer systemischen Distribution und einer immunogenen Antwort. Nach
Injektion eines adenoviralen Vektors (10° Viruspartikel) in den Beckenkamm von
Schafen konnte beispielsweise eine Transduktion im Knochen, den benachbarten
Muskeln und in den umgebenden Weichteilen Uber einen Zeitraum von funf Wochen
nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte sich eine Genexpression in der Niere und
der Schilddriise '®°. Auch in einer weiteren Studie konnte selbst nach Applikation
einer 10-fach geringeren Menge eines adenoviralen Vektors (10” Viruspartikel) in
einen femoralen Segmentdefekt von Kaninchen eine systemische Distribution bis in
die Leber nachgewiesen werden ?%. Die Immunantwort auf virale Vektoren stellt
hingegen die weitaus kritischere Komponente dar. Die Abwehrmechanismen des
Wirtsorganismus greifen auf zellularer Ebene durch Bereitstellung von zytotoxischen
T-Zellen und auf humoraler Ebene durch die Synthese von Antikdrpern gegen die
viralen Proteine. Die zellulare Immunantwort eliminiert die Uber den Vektor
transduzierten Zellen. Die humorale Immunantwort verhindert eine repetitive Gabe
des Vektors, da Uber das immunologische Gedachtnis die Antikérperbildung
reaktiviert wird '"°. Uber die viralen Partikel hinaus kénnen auch die transgenen
Proteine vom Wirtsorganismus als Fremdkoérper erkannt werden und sowohl eine
zellulére, als auch humorale Immunantwort induzieren ?°’. Die Immunogenitit der

adenoviralen Partikel zeigte sich in einer Studie nach Injektion in den
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Osteotomiespalt von Pferdemetatarsalia. Es fanden sich anti-virale Antikérper im
Serum iber den gesamten Versuchszeitraum von 6 Wochen ?°®. Bei der humanen
Anwendung zur Therapie einer fatalen Stoffwechselkrankheit hat die Applikation
eines Gens Uber einen adenoviralen Vektor innerhalb von 96 Stunden zum
tragischen Tod des Patienten gefiihrt 2°°. Unter dem Aspekt, dass es sich bei tibialen
Pseudarthrosen zwar um einen beeintrachtigenden Gesundheitszustand handelt,
aber dieser in keinster Weise fatal ist, muss der Sicherheitsaspekt einer Gentherapie
fur muskuloskeletale Erkrankungen in den absoluten Vordergrund gestellt werden
und die Anwendung viraler Vektoren kritisch betrachtet werden. Die Therapie mit
dem nicht-viralen Copolymer-geschutzten Vektor hat in der begleitenden
Sicherheitsstudie keine Biodistribution aufl3erhalb der Tibia ergeben. In der rt-PCR
(reverse transcription - polymerase chain reaction) Analyse zeigte sich keine
Transfektion im ipsilateralen M. tibialis anterior und in entfernten Organen (Gehirn,
Lunge, Leber, Nieren, Ovarien). Innerhalb des gesamten Versuchszeitraumes
wurden weder systemische Nebenwirkungen, noch relevante Anderungen der
Blutparameter detektiert. Insgesamt konnte damit ein positives Sicherheitsprofil des
Copolymer-geschutzten Vektors dargestellt werden. Trotz der Diskussion um die
niedrigere Transfektionseffizienz nicht-viraler Genvektoren konnte Uber den Ansatz
mit dem Copolymer-geschutzten Vektor mittels semiquantitativer PCR eine
transgene Expression von BMP-2 Uber einen Zeitraum von 42 Tagen nachgewiesen
werden. Dadurch bleibt die Frage offen, ob der nur geringgradige Effekt auf die
Knochenheilung durch die geringe Menge an Plasmid-DNA (40ug) bedingt gewesen
sein konnte. Fang et al. nutzten in ihrer Studie beispielsweise Plasmid-DNA Mengen
von 0,5-1mg um einen segmentalen Tibiadefekt in der Ratte zu Uberbriicken 2'°.
Verglichen dazu applizierten Bonadio et al. zur Uberbriickung von tibialen und

femoralen Segmentdefekten beim Hund sogar Plasmid DNA Mengen von 10—100mg
211

Weiterhin gibt die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen aus den in vitro Daten und
den in vivo Ergebnissen Anlass zur der Uberlegung, inwiefern sich klinisch die
Applikation eines einzelnen Wachstumsfaktors in den Gesamtkreislauf der engen
Regulation und des orchestrierten Zusammenspiels verschiedenster Faktoren
einbinden kann, um schliel3lich positiv beeinflussend auf den Knochenstoffwechsel
zu wirken. Zu diskutieren ist weiterhin, welche Faktoren tatsachlich in der

Pseudarthrosensituation  hoch-  oder  herunterreguliert sind. Um  eine
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Bewertungsgrundlage dafir zu erhalten, wurde das Gewebe von 44 humanen
atrophen Pseudarthrosen und von 13 normal geheilten Frakturen histologisch
aufgearbeitet und die Menge an relevanten Wachstumsfaktoren ermittelt. Die
Faktoren BMP-7 und PDGF-AB waren im Vergleich zum Kontrollgewebe in den
Pseudarthrosen signifikant reduziert. Interessanterweise war BMP-2 unterhalb der
Nachweisgrenze in allen Proben. Brownlow et al. konnten in einem
Pseudarthrosenmodell in der Ratte einen ahnlichen Effekt fir das BMP-2 und auch
das BMP-4 zeigen 2, wahrend BMP-4 in unserer Studie ohne signifikanten
Unterschied sowohl im Kontroll-, als auch im Pseudarthrosengewebe nachweisbar
war. Ebenfalls im kontrollierten Tiermodell waren in einer anderen Studie BMP-
2/4/6/7 in der Pseudarthrosengruppe ab dem 10. postoperativen Tag signifikant
reduziert 2. Dies wurde als Hinweis dafiir gewertet, dass Anderungen der BMP
Regulation eher zu spateren Zeitpunkten stattfinden, welches den Beobachtungen
aus den humanen Studien entspricht. Grundsatzlich zu erwahnen ist die Tatsache,
dass die Ergebnisse aus standardisierten Tiermodellen nur eingeschrankt mit der
jeweils individuellen klinischen Situation vergleichbar sind. Kloen et al. konnten bei
der Aufarbeitung von humanem Pseudarthrosengewebe eine geringere Expression
von BMP-2 zumindest fur den Kkartilaginaren Bereich der Pseudarthrosen
nachweisen, wahrend BMP-7, dhnlich unseren Daten, kaum messbar war '°'. Dem
signifikant reduzierten PDGF-AB kann aktuell noch keine Relevanz zugeordnet
werden. PDGF wird von Thrombozyten sezerniert und es kann im Frakturgewebe
nachgewiesen werden ?'*. Im Tiermodell konnte durch die Injektion von PDGF ein
stimulativer Effekt auf die Knochenheilung demonstriert werden #'°. Seine konkrete
Rolle in der Knochenheilung und fur eventuelle therapeutische Anwendungen ist bis

dato noch nicht geklart *°.

Uberraschenderweise waren die BMP Inhibitoren Noggin und Sklerostin sowohl im
regularen Frakturkallus, als auch im Pseudarthrosengewebe nicht unterschiedlich
exprimiert. Dieses Phanomen konnte auch in anderen Studien mit humanem
Gewebe beobachtet werden und konnte hinweisend dafur sein, dass gerade die
Inhibitoren eine prominente Rolle im Entstehungsprozess von Pseudarthrosen

spielen 10216,

Trotz der Limitation einer eingeschrankten Vergleichbarkeit mit anderen Studien und
der hohen Variabilitat der Proben konzentrieren sich die Ergebnisse darauf, dass ein

retrograder Ansatz, ausgehend von der Analyse des Pseudarthrosengewebes,
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sinnvoll erscheint, um die Therapie zu optimieren. Es erscheint weiterhin sinnvoll die
Strategie bei der lokalen Applikation ausblickend auf eine kombinierte Gabe von
Wachstumsfaktoren zu erweitern und dabei auch den inhibitorischen Faktoren

vermehrte Bedeutung beizumessen.

5.4 Alternative Therapieansatze

Das PDLLA hat in seiner Form als Beschichtung fur Implantate die Kriterien fur eine
optimale Tragersubstanz erfullt. Dessen Anwendung in Kombination mit
verschiedenen Wachstumsfaktoren (IGF-l, TGF-R1, BMP-2) hat sich in vitro und in
vivo als einfach und praktikabel erwiesen % 182 184204 Dpje Erkenntnisse ber die
molekularen Wirkmechanismen von Bone Morphogenetic Proteins sind mittlerweile
solide und BMP-7 hat flr therapieresistente Tibiaschaftpseudarthrosen bereits die
klinische Zulassung. Dennoch bleiben die Ergebnisse der klinischen Anwendung
hinter den Erwartungen, die aus den experimentellen Daten generiert wurden. Der
Kostenfaktor stellt aktuell eine weitere Limitation fur eine breite Anwendung dar. Im
Rahmen eines Cochrane Database Reviews aus dem Jahr 2010 schien die
Anwendung von BMPs gegenuber des autologen Knochentransfers, bei insgesamt
hoheren Therapiekosten, nicht iberlegen zu sein ?'". Die klinische Dosis liegt 100-
1000fach Uber der von endogenen BMPs und insbesondere die ,off-label”

Anwendung hat zu Komplikationen gefiihrt 101 102 218. 219

Daher sollte im Weiteren mit der Applikation von Bisphosphonaten Uber das
bewahrte Beschichtungskonzept ein neuartiger Ansatz zur Stimulation der
Knochenheilung evaluiert werden. In eigenen Vorarbeiten wurden im Hinblick auf
eine in vivo Therapie zunachst zellbiologische Untersuchungen an humanen
Knochenzellen durchgefuhrt. In der Monokultur mit humanen Osteoblasten fuhrten
Implantate mit einer Zolendronat+PDLLA Beschichtung zu einem Anstieg der Typ-|
Kollagensynthese (als Marker fur die osteoblastéare Differenzierung) und der
Sekretion von OPG, wahrend die RANKL Expression vermindert war '®*. Auch
andere Studien mit Zolendronat konnten diese Effekte nachweisen #*® #'. Die
Osteoklastenformation und —aktivitdt wurde durch das Zolendronat signifikant
inhibiert '°®. Einen ahnlichen Effekt konnten Hughes et al. bereits 1989 nachweisen
180 Aufgrund der Ergebnisse aus den Zellkulturen folgte die lokale Applikation in

vivo. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die Inkorporation von Zolendronat in
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die PDLLA-Implantatbeschichtung im etablieten Rattenmodell zu einer
beschleunigten Heilung von Tibiafrakturen fuhrt. Weder klinisch, noch laborchemisch
konnten Hinweise fur systemische Nebenwirkungen gefunden werden. Radiologisch
zeigte sich nach 42 Tagen eine signifikant bessere Uberbriickung der Frakturen in
der ZOL-Gruppe. Nach 42 und 84 Tagen konnte eine signifikant grol3ere Kallusflache
in der ZOL-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollgruppen mit unbeschichteten
Implantaten und Implantaten mit reiner PDLLA-Beschichtung gemessen werden.
Diese Ergebnisse wurden durch die biomechanische Testung unterstitzt. Nach 42
Tagen war die torsionale Steifigkeit der ZOL-Gruppe um 134% und die maximale
Versagenslast um 63% im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht. Interessanterweise
blieb die mechanische Stabilitdt der ZOL-Gruppe bis zum 84. Tag fast konstant,
wahrend die Werte flr die maximale Versagenslast und die torsionale Steifigkeit in
beiden Kontrollgruppen (PDLLA-Beschichtung und unbeschichtete Implantate) sich
der ZOL-Gruppe annaherten. Nur fur die torsionale Steifigkeit konnten nach 84 Tage
fur die ZOL-Gruppe noch signifikant hdhere Werte im Vergleich zur unbeschichteten
Gruppe gemessen werden, wobei zur PDLLA-Gruppe keine signifikanten
Unterschiede mehr bestanden. Die lokale Applikation von Zolendronat fuhrte in
diesem Versuchsaufbau zusammenfassend also zu einer groReren Kallusflache,

welche wiederum zu einer hdheren maximalen Versagenslast fuhrte.

Die Knochenheilung stellt auf mehreren molekularen Ebenen einen eng regulierten
Prozess von verschiedensten Signaltransduktionsmechanismen dar, welche
prinzipiell anabole und katabole Heilungsphasen miteinander verknupfen und
koordinieren. Die anabole Phase wird durch die akute Entzindungsreaktion direkt
nach einer Fraktur eingeleitet und fuhrt Uber die Aktivierung von Osteoblasten zu
einer Knochenneubildung. Auch eine katabole Reaktion wird mit der Fraktur
eingeleitet und fuhrt zur Resorption von sequestriertem Knochen und zum
Remodeling von neugebildetem Knochen durch Osteoklasten ?*. Eine Stérung in der
Balance dieser Vorgange kann letztlich zur verzégerten Heilung oder schliel3lich zur

Pseudarthrose fiihren 2

22 Wahrend der grundlegende Ansatz der Therapie mit
Wachstumsfaktoren, wie den Bone Morphogenetic Proteins, darin besteht, die
anabole Reaktion zu triggern, bzw. zu verstarken, wirken die Bisphosphonate anti-
katabol und stellen damit eine Art reversen Ansatz dar. Aufgrund der Tatsache, dass
sich biomechanisch der initial stimulierende Effekt der ZOL-Gruppe nach 84 Tagen,

bei jedoch verbliebenem Kallusvolumen, annahernd egalisierte, 1asst schlussfolgern,
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dass die lokale Applikation von Zolendronat zu einer Erhdhung der mechanischen
Stabilitat wahrend der Frakturheilung fuhrt. Grundlage hierfur stellt, entsprechend
dem anti-katabolen Effekt des Zolendronats, eine temporare Verzdgerung des

regularen Kallusremodelings dar.

Bisphosphonate sind in der Therapie der Osteoporose seit langem etabliert.
Zolendronat hat seinen positiven Effekt auf die Knochenbilanz nach intravendser
Applikation in Kklinischen Studien bei Patienten mit transplantationsbedingter
Osteoporose nach Leber- und Nierentransplantation zeigen kénnen 2% 2% In einer
grolRen Phase Il Studie konnte durch die jahrliche Applikation von 5mg Zolendronat
bei fast 7736 Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose eine signifikante
Reduktion von Frakturraten von bis zu 77% beobachtet werden ??°. In einer anderen
klinischen Studie konnte bei Patienten mit osteoporotischer Knochenstruktur nach
Applikation von Bisphosphonaten eine hohere Ausdrehkraft von Fixationsschrauben
nachgewiesen werden #°. Die Inzidenz von Tibiaschaftfrakturen auf dem Boden
einer postmenopausalen Osteoporose insbesondere bei >65jahrigen Frauen und vor
allem nach einfachen Sturzen auf ebenem Grund nimmt zu. Die Rate an

" Vor diesem

Pseudarthrosen bei diesem Klientel wird mit 10% angegeben
Hintergrund und wegen der reduzierten Knochendichte auch in der Fraktur- und/oder
Pseudarthrosenregion konnte daher gerade fir Patienten mit osteoporotischer

Grundkondition die lokale Applikation von Bisphosphonaten interessant sein.

Der Einfluss von Bisphosphonaten auf die Implantateinheilung wurde bereits in
vorangegangenen Studien in unterschiedlichsten Modellen untersucht. In einer
frihen Studie von Pataki et al. zeigte die subkutane Injektion von Zolendronat bei
Ratten zum Beispiel einen dosisabhangigen, positiven Einfluss auf die trabekulare
Knochenstruktur #*”. Die Injektion filhrte zu einer Zunahme trabekuldren Knochens
mit vermehrten Verbindungen untereinander. Die reduzierte Knochenresorption bei
normaler Knochenneubildung filhrte letztlich zur positiven Knochenbilanz 2#*'.
Verschiedenste Arbeitsgruppen konnten weiterhin den Nutzen der Bisphosphonate
auch fur den endoprothetischen Bereich darstellen. So zeigte eine Meta-Analyse,
dass die systemische Applikation von Bisphosphonaten nach Huft- und
Knieprothesenimplantation bei den Patienten nach mittelfristigen Zeitraumen zu einer
Reduktion des periprothetischen Knochenverlustes fiihrt 2%, In einer aktuelleren
Meta-Analyse konnten diese Ergebnisse unterstitzt werden, wobei diese sich nicht

229

fur die langfristigen Zeitrdume bestatigen liel3en . DarlUber hinaus konnte in
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tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden, dass nach systemischer
Applikation die Osteointegration von Implantaten beschleunigt und verstarkt wird 2*°.
In der klinischen Anwendung konnte nach Knieprothesenimplantation eine deutlich

reduzierte Migration der Komponenten nachgewiesen werden %',

Nicht alle Studien bezuglich des Einsatzes von Bisphosphonaten in der Fraktur- oder
Knochendefektheilung zeigen einheitliche Ergebnisse. Allerdings finden sich in den
Studien deutliche Unterschiede bezuglich der vorliegenden Anwendungsmodelle, der
eingesetzten Substanzen, der Dosierung und des Zeitpunktes der Applikation, so
dass ein direkter Vergleich nicht méglich ist 2%2%. Zum Beispiel zeigen Amanat et al.
im Frakturmodell der Ratte eine signifikant vermehrte Kallusformation,
Knochenmineraldichte und biomechanische Stabilitat durch eine verspatete
Applikation von Zolendronat ein und zwei Wochen nach Trauma im Vergleich zur
Applikation direkt nach Setzen der Fraktur %*. Hingegen filhrte in der humanen
Anwendung die Applikation von Zolendronat vier Wochen postoperativ nach tibialer
Umstellungsosteotomie nicht zu einer Beschleunigung der Knochenheilung ?*. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Frage nach der Dosierung und des Timings
der Applikation von den Umgebungsvariablen der zu behandelnden Pathologie
abhangt. Das gewulnschte Ziel der Behandlung ware es, eine Verzégerung des
Remodelings mit einer friheren Primérstabilitdt zu erreichen, ohne dabei dauerhaft
die Umwandlung des Frakturkallus in reifen Knochen zu verhindern. Genau dies
konnte in unserem Ansatz zumindest im Rattenmodell dargestellt werden. Dennoch
muss die Anwendung der zugrunde liegenden Pathologie angepasst werden, und die
Ubertragung auf die klinische Situation kann nicht bedenkenlos gestaltet werden.
Weitere experimentelle und klinische Studien sind daher notwendig, um das Konzept
der lokalen Applikation von Bisphosphonaten tber die PDLLA-Beschichtung flr die
Pravention und Therapie von Pseudarthrosen des Tibiaschaftes in der humanen

Anwendung anzupassen.

Die dargestellten Ansatze zur Optimierung der Knochenheilung bestehen in der
Applikation von pro-anabolen Substanzen, wie dem Bone Morphogenetic Protein und
der Anwendung von anti-katabolen Substanzen, wie dem Zolendronat. Aus dieser
Diskussion heraus sind Ideen entstanden, welche die Synergieeffekte beider Ansatze
miteinander verbinden und welche fir die Behandlung von Pseudarthrosen relevant

werden konnten. Die Arbeitsgruppe Tagil et al. konnte in einem
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Pseudarthrosenmodell (Osteotomie von Rattenfemora) nachweisen, dass die
kombinierte Applikation von lokalem BMP-7 und systemischen Zolendronat
zusammen mit autologer Spongiosa nach 6 Wochen zu einer signifikant besseren
mechanischen Belastbarkeit fuhrte, im Vergleich zur Anlagerung von autologer
Spongiosa allein oder in Kombination mit BMP-7 ?**. Auch das Kallusvolumen war
durch die Kombinationsgabe gegenuber beiden Kontrollgruppen signifikant erhoht
2% Einen &hnlichen Effekt zeigte die Kombination von BMP-7 mit Zolendronat und

allogener Spongiosa **.

Gerade die Kombination mit auto- oder allogenen
Knochentransplantaten oder -ersatzmaterialen stellt einen interessanten Ansatz dar,
da deren Applikation einen Grundpfeiler in der Therapie von atrophen oder infizierten

Pseudarthrosen darstellt.

Die Behandlung bei vorliegendem Infekt ist dabei von besonderer Bedeutung.
Infektpseudarthrosen stellen die komplexeste Form der Pseudarthrosen dar. Sie
beinhalten die meisten Revisionsoperationen und sind deutlich belastender fur den
Patienten ?*’. Dementsprechend zeigen diese Patienten beziiglich des funktionellen
Outcomes und der Lebensqualitat schlechte Ergebnisse '*°. Vor zwei Hintergriinden
sollte daher die Kombination von dem Knochenersatzmaterial Demineralisierte
Knochenmatrix (DBM) mit verschiedenen Antibiotika untersucht werden. Erstens zur
Zielgerichteten, therapeutischen Anwendung bei der sekundaren
Knochendefektaugmentation bei infizierten Pseudarthrosen. Diese folgt regular im
infektfreien Intervall nach initialer Resektion von infizietem Weichteil- und
Knochengewebe *® *°. Zur Infekteradikation erfolgt, entsprechend des erhobenen
Keimspektrums, eine begleitende systemische Antibiotikatherapie. Elegant scheint
daher die ldee, im Sekundareingriff das Knochenmaterial zur Fullung des Defektes
perioperativ mit einem, dem Resistogramm gerechten Antibiotikum zu kombinieren.
Die lokale Antibiotikagabe kdnnte somit protektiv auf das Knochenregenerat wirken.
Wahrend die Infektionsrate nach Primareingriffen mit unter 2% angegeben wird, kann
diese Rate im Revisionsfall bis auf 5-40% steigen ?** #*°. Vor diesem Hintergrund
kann die lokale Antibiotikagabe Uber die vorgestellte Kombination mit DBM auch von
prophylaktischem Nutzen, zum Beispiel bei der Versorgung von atrophen

Pseudarthrosen sein.

Das vorgestellte Mischsystem zeichnete sich durch eine einfache Handhabung und
die sichere Reproduzierbarkeit der Mischungen aus. Es konnte weiterhin eine solide

Freisetzung und die antibiotische Wirkung der eingemischten Antibiotika Gentamicin,
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Tobramycin und Vancomycin dargestellt werden. Darlber hinaus konnten keine
zytotoxischen Effekte auf osteoblastare Zellen durch die Freisetzung der Antibiotika
nachgewiesen werden und diese Art der lokalen Applikation als sicher eingestuft
werden. Vorangegangene Studien haben sich ebenfalls mit der Kombination von
Antibiotika und Knochenersatzmaterialen beschaftigt 2*> ?*'. Allerdings enthalten
diese Studien keine Informationen Uber die Mischprozedur oder es sind Schritte

notwendig, die eine perioperative Anwendung unmaoglich machen.

Nach wie vor stellt in der klinischen Praxis autologes Knochenmaterial fur die
Auffullung von Knochendefekten den Goldstandard dar, da es eine solide
Kombination aus osteokonduktivem Scaffold, osteoinduktiver Potenz und
osteogenen Zellen bietet ***°. Das Material bietet damit strukturelle Stabilitat, einen
biologischen Stimulus und es kdnnen keine Immunreaktionen ausgelost werden.
Allerdings bestehen auch einige Nachteile. Der haufigste Entnahmeort ist der
Beckenkamm. Die Entnahme erfordert einen zusatzlichen operativen Eingriff und
verlangert damit die Operationszeit. Weiterhin besteht nur eine limitierte
Verfiigbarkeit, so dass die Uberbriickung groRerer Defekte allein mit autologem
Knochen oftmals nicht mdglich ist. Grundsatzlich problematisch ist auch die
Entnahmemorbiditit, welche in bis zu 19% der Falle beschrieben ist *°. Zu den
Komplikationen gehoren Infektionen, postoperative Serom-/ Hamatombildungen,
neurovaskulare Begleitverletzungen, Frakturen, Hernienbildungen, kosmetische

43,45 282 prg Jahr werden in

Probleme und chronische Schmerzzustande
Deutschland circa 125.000 autologe Knochentransplantationen durchgefiihrt #**. Die
Prozedur ist mit relevanten Kosten verbunden, welche nach Auftreten von
Komplikationen und bei der Notwendigkeit von Folgeoperationen entsprechend in die
Hohe steigen kdnnen. Laut einer Untersuchung von Lohmann et al. sind daher die
Kosten zwischen autologem Knochentransfer und Knochenersatzmaterial
vergleichbar ***. Das von uns verwandte Knochenersatzmaterial ,Demineralisierte
Knochenmatrix® (DBM) stellt eine relevante Alternative zum autologen Knochen-
transfer dar und wird haufig in der Unfallchirurgie und Orthopadie fur verschiedenste
Indikationen eingesetzt. Bei einem Markt in den U.S.A. von einer Milliarde Dollar per
anno fur Knochenersatzmaterialien stellt DBM (mit Gber 100.000 Anwendungen pro
Jahr) einen 20-prozentigen Anteil dar ***. DBM wird aus allogenem Spenderknochen
gewonnen und besteht aus Kollagen, nicht-kollagenen Proteinen und

Wachstumsfaktoren. DBM hat eine osteokonduktive und osteoinduktive Potenz und
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245 244 |m klinischen Einsatz konnte DBM bei der

die Anwendung gilt als sicher
Versorgung von Pseudarthrosen im Vergleich zu autologer Beckenkammspongiosa
bessere klinische Ergebnisse bezuglich Funktion und Patientenzufriedenheit zeigen
%% In der spinalen Anwendung konnte hinsichtlich der Effektivitat zumindest eine

Gleichwertigkeit fir DBM gegeniiber autologem Knochen demonstriert werden 2*7.

Daruber hinaus hat DBM seine Wirksamkeit in der Funktion als Tragersubstanz fur
die lokale Applikation von bioaktiven oder anti-infektiven Substanzen gezeigt 4% #*"
248 Allerdings bleibt bei der Kombination mit Antibiotika zur anti-infektiven
Prophylaxe unklar, Uber welchen Zeitraum eine Freisetzung der jeweiligen Antibiotika
erforderlich ist. Holtom et al. konnten zum Beispiel bei der Therapie von offenen
Frakturen keinen Unterschied zwischen einer Prophylaxe Uber ein oder funf Tage
feststellen, aber sie empfehlen die antibiotische Abdeckung uUber drei Tage, da
hierfiir in der Literatur gute Ergebnisse vorliegen ?*°. In unserem Versuchsansatz
konnte bei Mischung von 50mg/g DBM eine vollstdndige Freisetzung von
Tobramycin und Gentamicin, sowie eine 60-prozentige Freisetzung von Vancomycin
Uber drei Tage gezeigt werden, so dass dieser Ansatz fur eine anti-infektive
Prophylaxe im Rahmen der operativen Behandlung von tibialen Pseudarthrosen
geeignet erscheint. Die protrahierte Freisetzung von Vancomycin (mit vollstandigem
Release bis zum 14. Tag) wurde auf das hdhere Molekulargewicht zuruckgefuhrt (ca.
2,5-fach hdher gegenuber den anderen beiden Antibiotika). Da die Antibiotika durch

Diffusion freigesetzt werden, diffundieren gréRere Molekiile langsamer 2*°.

Die Anwendung zur Prophylaxe und Therapie von tibialen Pseudarthrosen scheint
vielversprechend. Dennoch sind auf dieser Ebene weitere Untersuchungen
notwendig, um in vivo die Biokompatibilitat und die anti-infektive Effektivitat
nachzuweisen. Zur Erweiterung des Antibiotika-Portfolios im Rahmen der
perioperativen Anwendung mussen weitere Antibiotika in dieser Kombination

untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Die Inzidenz von Pseudarthrosen nach Frakturen im Bereich des Tibiaschaftes liegt
in Abhangigkeit der initialen Traumacharakteristik bei 3-54%. Die Behandlung von
Pseudarthrosen des Tibiaschaftes ist langwierig und stellt sowohl den behandelnden
Chirurgen, als auch den Patienten vor eine anspruchsvolle Aufgabe. Wir konnten
erstmals nachweisen, dass selbst bei erfolgreich therapierten Patienten mit einer
adaquaten Knochen- und Weichteilheilung auch im Langzeitverlauf signifikante
Einschrankungen bezuglich des funktionellen Outcomes und der Lebensqualitat
bestehen. Vor dem Hintergrund dieser Aspekte wurden experimentelle Ansatze zur

Prophylaxe und Optimierung der Therapie vorgestellt und evaluiert.

Als neues Konzept wurde die lokale Applikation von bioaktiven Substanzen uUber eine
Poly(D,L-laktid) Beschichtung (PDLLA) fur Implantate eingefuhrt. Dabei fungiert das
Implantat zum einen als mechanischer Stabilisator fur die Fraktur, bzw.
Pseudarthrose, und zum anderen als ,Drugcarrier* fur pharmokologische
Substanzen, mit der Potenz den Knochenstoffwechsel positiv zu beeinflussen. Das
PDLLA stellt in seiner Form als Implantatbeschichtung das Bindeglied zwischen dem
Implantat und dem Pharmakon dar. Wahrend in Vorarbeiten die Biodegradierbarkeit
und Freisetzungskinetik von Substanzen aus der Beschichtung bereits dargestellt
wurde, konnte nun auch die Biokompatibilitat nachgewiesen werden. Im ersten
Ansatz wurde Uber das Konzept des bioaktiven Implantates ein non-viraler
Gentransfer durchgefuhrt. Dafur wurden Copolymer-geschitzte, fur BMP-2
kodierende, DNA-Plasmide in die Implantatbeschichtung eingearbeitet und das
Verfahren in einem etablierten Frakturmodell der Rattentibia hinsichtlich seiner
Sicherheit und Effektivitat beurteilt. Der Gentransfer fuhrte zu keiner systemischen
Distribution und konnte als sicher eingestuft werden. Es konnte eine transgene
Expression von BMP-2 Uber den gesamten Versuchszeitraum nachgewiesen
werden, wobei der stimulierende Effekt auf die Frakturheilung moderat war. In der
folgenden Aufarbeitung humanen Pseudarthrosengewebes, inklusive der
Konzentrationsbestimmung einzelner Wachstumsfaktoren, war die BMP-2
Expression unterhalb der Nachweisgrenze. Die Wachstumsfaktoren BMP-7 und
PDGF-AB waren im Vergleich zum Kallusgewebe aus regelhaft geheilten Frakturen

vermindert, wahrend gleichzeitig die BMP-Gegenregulatoren Noggin und Sklerostin
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im Gewebe nachweisbar waren. Obgleich der Limitationen dieser Studie ergaben
sich hieraus Gedanken hinsichtlich der Sinnhaftigkeit der Gabe einzelner BMPs zur
Prophylaxe und Therapie von Pseudarthrosen im Kontext der bekannten, engen
Regulation und Steuerung durch die Interaktion einer Vielzahl von molekularen
Aktionspartnern. Wahrend die BMPs einen pro-anabolen Effekt auf den
Knochenstoffwechsel haben, sollte im nachsten Ansatz die Applikation von
Bisphosphonaten, als anti-katabole Substanzgruppe, auf die Knochenheilung
untersucht werden. Zolendronat ist als Bisphosphonat der dritten Generation fur
andere Indikationen bereits im breiten klinischen Einsatz. Mit dem etablierten
Frakturmodell der Rattentibia sollte der Einfluss von Zolendronat in der bekannten
PDLLA-Beschichtung auf die Knochenheilung untersucht werden. Das Ergebnis
zeigte eine signifikant beschleunigte Frakturheilung mit erhdhten Kallusvolumina fur
die Zolendronat-Gruppe im Vergleich zu den Kontroligruppen nach 42 Tagen,
wahrend sich der Effekt nach 84 Tagen tendenziell nivellierte. Grundsatzlich konnte
dieser Ansatz im Rahmen der Akutversorgung zur Prophylaxe von
Tibiaschaftpseudarthrosen beitragen oder im Rahmen der operativen Therapie von
manifesten, atrophen Pseudarthrosen einen sinnvollen Bestandteil darstellen, um die

Knochenheilung positiv zu beeinflussen.

Mit der Fokussierung auf die prophylaktische Anwendung hinsichtlich der Ausbildung
von postoperativen Infektionen bei der primaren Knochendefektauffullung bei
atrophen Pseudarthrosen oder zum Schutz des Knochenregenerates bei der
sekundaren Defektauffillung bei Infektpseudarthrosen wurde die Kombination des
Knochenersatzmaterials DBM mit verschiedenen Antibiotika zur perioperativen
Anwendung untersucht. Das Mischsystem erwies sich dabei als sicher und reliabel.
Es konnten in vitro solide Freisetzungskinetiken von Tobramycin, Gentamicin und
Vancomycin aus der DBM nachgewiesen werden. Die Antibiotika zeigten nach
Freisetzung ihre biologische Aktivitdt und es konnten in der Zellkultur mit
osteoblastaren Zellen keine toxischen Nebenwirkungen gefunden werden. Das
Konzept zeigt in vitro grofdes Potential und gerade die perioperative Anwendung
konnte ein eleganter Baustein in der oftmals individualisierten Therapie von

Tibiaschaftpseudarthrosen darstellen.
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