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Einleitung

1 Einleitung

Die Behandlung von Frakturen konnte in den vergangenen Jahren durch moderne
Operationstechniken und biomechanisch optimal entwickelte Osteosynthese-
systeme fortlaufend verbessert werden. Gleichzeitig unterliegt die Heilung von
Frakturen auch heute noch Stérungen, die aufwandige Therapien erfordern und
fir Patienten unterschiedliche Belastungen bedeuten. Aufgrund der anhaltenden
immensen gesellschaftlichen Bedeutung von Knochenheilungsstérungen ist es ein
vielversprechender Ansatz, herkbmmliche Behandlungsmethoden mit heilungssti-
mulierenden Medikamenten zu verbinden. Mit BMP-2 und BMP-7 stehen fir die
Behandlung von Knochenheilungsstérungen zurzeit zwei Wachstumsfaktoren mit
eingeschrankter Indikation zur Verfugung. Ihr Einsatz ist aber durch hohe Kosten
stark limitiert. Daraus leitet sich eine intensive Suche nach einer kosteneffektiven
Therapiealternative zu den BMPs ab. Statine, die als cholesterinsenkende Medi-
kamente weltweit klinisch zugelassen sind und sich durch ein geringes Nebenwir-
kungsspektrum auszeichnen, weisen auch besondere pleiotrope knochenanabole
Effekte auf. Die Nutzbarmachung dieser knochenanabolen Effekte deutet eine
vielversprechende Alternative zu den bekannten Wachstumsfaktoren flr die posi-

tive Beeinflussung der Knochenheilung an.

1.1 Frakturheilung-Grundlagen

Die physiologische Heilung von Frakturen unterliegt einem komplex regulierten
Prozess, der das koordinierte Zusammenspiel von biologischen und biomechani-
schen Faktoren erfordert[". Die physiologische Heilung von Frakturen kann prinzi-
piell auf zwei Wegen als primare oder sekundare Frakturheilung eintreten. Die se-
kundéare Frakturheilung erfolgt bei allen spontan heilenden Frakturen und bei Frak-
turen, die mit nicht stabilen Osteosynthesematerialien versorgt werden. Uber ei-
nen stadienhaften Verlauf wird zun&chst ein bindegewebig-knorpeliges Zwischen-
gewebe, der sog. Kallus, vorgebildet. Der Kallus bildet sich endostal und periostal
um die Frakturenden aus, realisiert die fur die Heilung notwendige interfragmenta-
re Stabilisierung und wird erst sekundér in knéchernes Gewebe umgebaut. Bei der
sekundaren Frakturheilung nimmt die Heilung den nachfolgend skizzierten Verlauf:
Durch eine Fraktur wird die strukturelle Integritdt des Knochens sowie des Kno-

chenmarks, des Periosts, der BlutgefaBe und des umgebenden Weichteilgewebes
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zerstért. Die traumatische Schéadigung induziert die Ausbildung eines Hamatoms
um die Frakturenden (Abb. 1.1) und initiiert inflammatorische Reaktionen mit der
Migration von Entzindungszellen und Makrophagen. In das Hamatom sezernierte
Wachstumsfaktoren wie Transforming Growth Factors-Beta (TGFs-B), Plate-
let-derived Growth Factors (PDGFs), Insulin-like Growth Factors (IGFs), Vascu-
lar-endothelial Growth Factors (VEGFs), Fibroblast Growth Factors (FGFs) und
Bone Morphogentic Proteins (BMPs) 2% sowie Zytokine unter anderem Interleu-
kin 1 und 6 (IL-1 und IL-6) ! fordern die Zellinfiltration, Neoangiogenese und die
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in unterschiedliche Zelltypen, in
bindegewebsbildende Fibroblasten, knorpelbildende Chondroblasten und kno-
chenbildende Osteoblasten. Wenige Tage nach dem Verletzungsereignis setzt die
intramembrandse Ossifikation in gewisser Entfernung vom Frakturspalt ein. Sie
nimmt ihren Ausgang von mesenchymalen Stammzellen im Bereich des Periosts,
die Uber Osteoprogenitorzellen und Praosteoblasten in kompetente knochenbil-
dende Osteoblasten differenzieren. Sie beginnen ohne den Umweg der Knorpel-
bildung Geflechtknochen, den externen Kallus (External Callus) zu bilden (Abb.
1.2). In der direkten Umgebung des Frakturgebietes setzt die Chondrogenese mit
Bildung von hyalinem Knorpelgewebe, dem sog. weichen Kallus (Internal Callus)
ein (Abb. 1.2). Knorpelbildende Chondroblasten proliferieren und synthetisieren
neue Knorpelmatrix, die anschlieBend mineralisiert. Im weiteren Verlauf der Hei-
lung wird die Uberschussige Knorpelmatrix durch Chondroklasten abgebaut und
der weiche Kallus schrittweise durch Anlagerung von Osteoblasten in provisori-
schen Geflechtknochen, den sog. harten Kallus (Hard Callus) umgebaut (Abb.
1.3). Damit schlieBt die Heilungsphase der enchondralen Ossifikation ab. In der
nachfolgend Uber ein bis zwei Jahre andauernden Phase des Remodelings erfolgt
der Ersatz des Geflechtknochens durch funktionell kompetenten lamellaren Kno-
chen und der Abbau von Uberschissigem Kallusgewebe durch knochenabbauen-
de Osteoklasten. Im Ergebnis dieser Phase wird die urspriingliche Struktur des
Knochens wiederhergestellt "> (Abb. 1.4).
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Abb. 1: Stadien der sekundéren Frakturheilung (modifiziert nach™)

Werden Frakturenden durch den Einsatz stabiler Osteosynthesesysteme operativ
exakt anatomisch reponiert und unter Kompression gesetzt, verlauft die Heilung
ohne den Umweg der Kallusbildung als priméare Frakturheilung. Die Frakturenden
werden bei primarer Heilung durch das Havers'sche Remodeling direkt vereinigt.
Knochenresorbierende Osteoklasten héhlen Resorptionskanéle aus, welche durch
Osteoprogenitorzellen, die aus offenen Haverskanalen stammen und zu Oste-

oblasten differenzieren, direkt mit lamellarem Knochen aufgefillt werden "),

1.2 Stérungen der Fraktur- und Knochenheilung

1.2.1 Epidemiologie

Abweichend von der physiologischen Heilung von Frakturen treten auch heute
noch weltweit in 5 bis 10% aller Frakturen Stérungen der Heilung auf'®. Allein in
den Vereinigten Staaten wird eine jahrliche Frakturinzidenz von etwa acht Millio-
nen angenommen ®!, demnach sind dort 400.000 bis 800.000 Patienten von Sté-
rungen der Fraktur- und Knochenheilung betroffen.

Durch die gezielte Entwicklung von verschiedenen Osteosynthesematerialien wie
Marknéageln, Schrauben, Platten und Drahten liegt heute eine Vielzahl von Implan-
tatsystemen flr unterschiedliche Anforderungen der operativen Frakturbehandlung
vor. Mit der Einflihrung minimal-invasiver Techniken wurden herkdmmliche Opera-
tionsmethoden zusétzlich optimiert, so dass eine wachsende Anzahl von Fraktu-
ren fiir Patienten weniger belastend zu therapieren ist!"”. Die Gesamtheit der neu
eingefihrten Behandlungsmethoden konnte aber bisher nicht die Inzidenz von
Fraktur- und Knochenheilungsstérungen weiter senken.

Die Fraktur des Unterschenkels stellt mit 40% die haufigste Fraktur der langen
Rohrenknochen dar!'". In einer Untersuchung von Coles et al. wiesen die Autoren
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nach, dass das Risiko fir eine gestdrte Heilung bei der Versorgung der Tibia-
schaftfraktur mit einem unaufgebohrten Marknagel mit 16,7% besonders hoch
ist 121,

1.2.2 Atiologie

Ursachen fir Stérungen der Frakturheilung sind vielféltig und haufig nicht ab-
schlieBend zu klaren. Biologische oder mechanische Faktoren sowie die Kombina-
tion beider Faktoren kénnen Stérungen der Heilung verursachen. Biologische Fak-
toren umfassen insbesondere eine nicht ausreichende Vaskularisierung des Frak-
turgebietes. Heilungsbeeintrachtigende mechanische Faktoren resultieren aus
nicht achsengerechter Frakturreposition, aus zu friiher postoperativer Belastung
oder aus nicht adaquaten Osteosynthesen. Dariiber hinaus haben Lokalisation
und Komplexitat des Traumas sowie Infektionen negative Auswirkungen auf das
Heilungsgeschehen. Auch Alter und Geschlecht von Patienten, chronische Er-
krankungen wie Diabetes mellitus oder pAVK, Alkohol- und Nikotinabusus sowie

bestimmte Medikamente kénnen die Heilung negativ beeinflussen 314,

1.2.3 Formen

Die klinischen Auspragungen einer nicht regelrechten Heilung reichen von einer
verzdgerten Heilung (,Delayed-union®), bei der die Fraktur nach vier bis sechs
Monaten nicht konsolidiert, bis zu der Entwicklung einer Pseudarthrose
(,Non-union®), bei der die Heilung auch nach einem Zeitraum von sechs bis acht
Monaten nicht eingetreten ist. Die Klassifikation von Pseudarthrosen erfolgt an-
hand der Vitalitdt des regenerativen Gewebes in atrophe und hypertrophe Formen.
Wahrend hypertrophe Pseudarthrosen gut vaskularisiert und daher kallusreich
sind und meist durch mechanische Faktoren entstehen, liegt atrophen Pseu-
darthrosen méglicherweise eine schwere Perfusionsstérung zugrunde. Bei zuséatz-
lichen Infektionen liegen infizierte Pseudarthrosen vor, bei parallelem Vorhanden-

sein von kndchernen Defekten sog. Defektpseudarthrosen ',

1.2.4 Therapieprinzipien

Bei hypertrophen Pseudarthrosen ist der Wechsel des Osteosynthesesystems
meist ausreichend, um die gestdérte mechanische Stabilitat wiederherzustellen und
somit die Heilung zu gewahrleisten. Bei atrophen und insbesondere bei infizierten
Pseudarthrosen gestaltet sich die Therapie weitaus schwieriger. Es ist ein auf-
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wandiges therapeutisches Vorgehen notwendig. In mehreren Eingriffen missen
beispielsweise Verfahrenswechsel, radikale Infektsanierung, intermediare Stabili-
sierung mittels Fixateur externe, plastische Weichteilrekonstruktionen, Knochen-
sanierung durch Spongiosaplastik und Ausgleich der Léngendifferenzen mittels
Kallusdistraktion nach llizarov erfolgen .

1.2.5 Komplikationen

Aus der Notwendigkeit haufig komplexer operativer Interventionen ergeben sich
fir Patienten immense Belastungen. Wiederholte operative Eingriffe sind immer
mit allgemeinen Risiken wie Verletzungen von GeféaBen und Nerven verbunden.
Es besteht ein hohes Infektionsrisiko mit der Gefahr von Wundheilungsstérungen,
und insbesondere Patienten mit Frakturen der Tibia sind durch ernste Komplikati-
onen wie der Entwicklung eines Kompartmentsyndroms, einer Osteomyelitis oder
Fettembolien gefahrdet!'?. Zudem besteht im postoperativen Verlauf das Risiko
der Entstehung einer tiefen Beinvenenthrombose mit dem erhéhten Risiko einer
Lungenembolie ">"®. Nicht zuletzt sind bestimmte Verfahren mit spezifischen
Problemen verbunden. Die Enthahme von autologer Spongiosa aus dem Becken-
kamm zur Defektflllung macht einen zuséatzlichen Eingriff notwendig, das Material
steht nur eingeschrankt zur Verfligung, und der Eingriff kann mit ernsthaften Kom-
plikationen wie der Herniation von abdominellen Organen und Frakturen der Be-
ckenkammregion assoziiert sein!'®l. Bei Einsatz eines Fixateur externe kann es
zur Pin-Lockerung oder Pin-Infektion kommen!"¥. Die Technik nach llizarov fihrt
insbesondere im Sprung- und Kniegelenk zu persistierenden Schmerzen und hat
das Risiko der Entwicklung einer Sprunggelenksarthrose "],

Flr Patienten sind Knochenheilungsstérungen regelmaBig mit schmerzhaften Be-
wegungseinschrankungen verbunden. Es drohen Deformierung und Gelenkein-
steifung, was fir die Betroffenen hohe physische und psychische Belastungen
bedeutet . Im Extremfall drohen der Verlust des Arbeitsplatzes und/oder die Be-
rentung. Neben den individuellen Belastungen entstehen durch Knochen- und
Frakturheilungsstérungen hohe gesellschaftliche Kosten fir die operativen Eingrif-
fe, die krankheitsbedingten Arbeitsausfalle sowie die hohen Nachsorgeaufwen-

dungen far die oft langwierige Rehabilitation der Patienten.
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1.3 Beeinflussung der Heilung

Frakturheilungsstérungen erfordern nicht selten ein komplexes operatives Regime,
hinzu kommen oft zuséatzliche Komplikationen. Deshalb hat die traumatologisch-
orthopadische Forschung die wichtige Aufgabe, neue Behandlungsmethoden zur
effektiven Beeinflussung der Knochenheilung zu entwickeln. Das fortschreitende
Versténdnis der Physiologie der Frakturheilung fihrte in den vergangenen Jahren
zu dem Konzept, die natlrlich an der Regulation der Frakturheilung beteiligten
Wachstumsfaktoren als heilungsstimulierende Medikamente zu gewinnen und die-
se in die etablierten Behandlungsmethoden der Frakturversorgung einzubeziehen.
Durch die exogene Applikation von Wachstumsfaktoren sollte die Frakturheilung
auf zellularer Ebene stimuliert und dadurch die Heilung verklrzt und insgesamt
verbessert werden. Tierexperimentelle Untersuchungen zur Stimulation der Frak-
tur- und Knochenheilung unter Applikation der Wachstumsfaktoren IGF und
TGF'® FGFI' VEGF % und BMPs 2?2 haben das heilungsstimulierende Po-
tenzial dieser Substanzen nachgewiesen. Zwei Vertreter der BMPs haben bereits
den Weg in den klinischen Alltag gefunden, werden aber aufgrund der hohen Kos-
ten nur zurGickhaltend eingesetzt. Daher versuchen die neuesten Entwicklungen in
der Forschung, pleiotrope Effekte von gut etablierten Medikamenten flir die Kno-
chenregeneration nutzbar zu machen. Eine vielversprechende Substanzgruppe
sind die Statine, da von Mundy et al. gezeigt wurde, dass diese die endogene
BMP-Produktion bei Osteoblasten stimulieren 123!,

1.3.1 Wachstumsfaktoren-Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Unter den bisher bekannten Wachstumsfaktoren nehmen die BMPs eine Schlis-
selstellung in der Frakturheilung ein. Wahrend der verschiedenen Phasen der Hei-
lung werden die BMPs lokal im Frakturgebiet exprimiert und regulieren die Hei-
lungsprozesse der intramembrandsen und der enchondralen Ossifikation, indem
sie die Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu chondrozytédren und oste-
oblastaren Zellen stimulieren 24,

Das naturliche Reservoir der BMPs stellt das Knochengewebe dar, was erstmals
von Urist entdeckt wurde. Durch Implantation von entkalkter Knochenmatrix ge-
lang es, eine ektope Knochenbildung in extraskelettalen Geweben bei Ratten zu
induzieren®!. Diese Entdeckung filhrte Urist zu dem Schluss, dass im Knochen-

gewebe Substanzen vorhanden sind, die die de novo-Synthese von Knochenge-
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webe stimulieren. Diese Substanzen wurden spater als Proteine identifiziert und
sind nach Aufklarung ihrer genetischen Sequenz heute als rekombinante BMPs flr
die klinische Anwendung verfiigbar %/,

Bisher wurden mehr als 16 verschiedene BMPs beschrieben, die nach Struk-
turhomologien in weitere Subgruppen unterteilt werden. Ausgenommen von
BMP-1 gehéren die BMPs zur Wachstumsfaktorenfamilie der Transforming
Growth Factors-Beta (TGFs-B) #”! (Abb. 2).

T'UF-EJ]
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Abb. 2:  Mitglieder der TGF-B-Superfamilie?
Auswahl der bekannten BMPs mit synonym gebrauchten Bezeichnungen

Obwohl BMPs urspringlich im Knochengewebe entdeckt wurden und ihnen des-
halb primar eine chondro- und osteoinduktive Wirkung beigemessen wurde, liegen
heute Ergebnisse verschiedener experimenteller Studien vor, welche die BMPs als
wichtige Regulatoren fur die Pranatalentwicklung verschiedenster Organsysteme
ausweisen. Untersuchungen an Knockout-Mausen zeigten, dass eine Defizienz an
BMP-7 Anomalien der Nieren und des Auges induzierte ®®.. Das Ausschalten von
BMP-2 bei Mausen war letal und verursachte kardiale Entwicklungsstérungen 2%,
wahrend eine gestérte Expression von BMP-4 Stérungen der embryonalen Lun-
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genentwicklung zur Folge hatte ®'l. Daneben scheinen die BMPs auch in die regel-

rechte Organogenese des Gastrointestinaltrakts involviert zu sein #2.

BMP-2 und BMP-7

Unter allen BMPs haben BMP-2 und BMP-7 nachweislich das hdchste osteoana-
bole Potenzial. In vitro-Experimente zeigten eine stimulierende Wirkung von
BMP-2 auf die Differenzierung von pluripotenten Vorlauferzellen in osteoblastare
Zellen ¥ die Expression von spezifischen Markern der Osteoblastendifferenzie-
rung ** und die Chemotaxis durch die Migration von humanen Osteoblasten 2!,

In verschiedenen tierexperimentellen Studien wurde untersucht, ob BMP-2 exogen
appliziert die Fraktur- und Knochenheilung stimulieren kann. Die Ergebnisse die-
ser Studien wiesen nach, dass BMP-2 ein hohes heilungsstimulierendes Potenzial
21,22,36]

aufweist !
BESTT-Studie an 450 Patienten mit offenen Tibiaschaftfrakturen. In dieser Studie

. Deshalb folgte im Jahr 2002 die groBe prospektiv klinische

wurden die Patienten zu drei Gruppen randomisiert. Die Patienten der ersten
Gruppe erhielten die Standardtherapie mit Marknagelung und Weichteilmanage-
ment, die Patienten der zweiten Gruppe zusatzlich ein Implantat mit 0,75 mg/ml
rhBMP-2 und die Patienten der dritten Gruppe ein Implantat mit 1,50 mg/ml
rhBMP-2. Die Patienten der Gruppe mit der héheren BMP-2-Dosierung zeigten
nach 12 Monaten eine signifikante Reduktion von Revisionseingriffen, weniger
Infektionen, eine verbesserte Wundheilung und eine signifikant beschleunigte
Frakturheilung ®”). Aufgrund dieser Ergebnisse ist BMP-2 unter dem Praparatna-
men Dibotermin alfa (InductOs) bereits zur Therapie von Fraktur- und Knochenhei-
lungsstérungen und bei bestimmten Eingriffen in der Wirbelsaulenchirurgie beim
Menschen zugelassen. Auch BMP-7 hat als Eptotermin alfa (Osigraft) eine klini-
sche Zulassung flr die Behandlung von Tibiapseudarthrosen. Da die BMPs
schnell in vivo metabolisiert werden, missen sie in ein Tragermaterial eingearbei-
tet werden . Das fiir die BMPs zurzeit zugelassene Tragermaterial ist Rinderkol-
lagen. Die klinische Anwendung von BMP-2 und BMP-7 wird aber durch sehr hohe
Kosten limitiert. Bei einmaliger Anwendung von BMP-2 in Rinderkollagen entste-
hen Kosten in Héhe von 3.713,43 €¥ bei Anwendung von BMP-7 Kosten in Ho-
he von 5.402,72 €. Neben diesen hohen Kosten ist das Nebenwirkungsspekt-
rum der BMPs noch nicht abschlieBend geklart. Deshalb sind BMP-2 und BMP-7
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bei Kindern und Frauen in der Graviditat sowie bei vorbestehenden Tumorerkran-

kungen kontraindiziert.

1.3.2 Pharmaka zur Beeinflussung der Knochenheilung

Aufgrund der hohen Kosten der BMPs wére die Entwicklung neuer heilungsstimu-
lierender Substanzen winschenswert. Diese sollten sich durch ein vertretbares
Nebenwirkungsprofil, eine variable Applizierbarkeit, eine einfache Herstellung und
einen akzeptablen Kostenaufwand auszeichnen. Aktuell werden unter anderem far
diese Anforderungen Statine und Bisphosphonate erprobt.

Bisphosphonate sind Medikamente, die zur Therapie der Osteoporose und zur
Therapie von Knochenerkrankungen mit gesteigertem Knochenumbau wie dem
Morbus Paget sowie tumorassoziierten Knochenveranderungen eingesetzt wer-
den?. Die Hauptwirkung der Bisphosphonate besteht in der Inhibition der oste-
oklastaren Knochenresorption durch direkte Wirkung der Bisphosphonate auf die
knochenabbauenden Osteoklasten. Bisphosphonate binden mit hoher Affinitat an
das mineralisierte Knochengewebe, insbesondere in Zonen, die einem erhdhten
resorptiven Umbau unterworfen sind *"!. Die Bisphosphonat vermittelten Wirkun-
gen an Osteoklasten bestehen wahrscheinlich in einer direkten Induktion der

Apoptose 424!

. Bisphosphonate der dritten Generation, sog. N-BPs (,Nitrogen
containing bisphosphonates® - stickstofftragende Bisphosphonate), sollen antire-
sorptive Wirkungen durch einen Eingriff in den zellularen Mevalonatweg vermit-
teln, wo sie die Farnesyldiphosphatsynthetase inhibieren ****!. Uber eine nachfol-
gend unterbundene Proteinprenylierung soll dies in der Inhibition der osteoklasta-
ren Knochenresorption resultieren “6*8 (Abb. 3). In jiingeren tierexperimentellen
Untersuchungen mit Bisphosphonaten konnte zudem gezeigt werden, dass sie die
Osteointegration von Implantaten férderten *! und die Frakturheilung positiv be-
einflussten®®. Zur effektiven Beeinflussung der Frakturheilung wére aber eine
Substanz wiinschenswert, die durch knochenanabole Eigenschaften die Kno-
chenneubildung stimuliert und damit die Frakturheilung férdert. Dieser Anforde-
rung scheinen die Statine zu entsprechen. Analog den Bisphosphonaten greifen
Statine in den Mevalonatweg ein, aber weiter upstream (Abb. 3). Uber einen bis-
her nicht abschlieBend geklarten Mechanismus induziert dies eine vermehrte Ex-
pression des Wachstumsfaktors BMP-2 und eine gesteigerte osteoblastare Kno-

chenneubildung ®®. Analog den Bisphosphonaten scheint hierbei die unterbunde-
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ne Proteinprenylierung eine wichtige Rolle zu spielen. Obgleich Bisphosphonate
und Statine auf verschiedenen Ebenen in den Mevalonatweg eingreifen, wurde ein
BMP-2 stimulierender Effekt bisher ausschlieBlich fur Statine nachgewiesen, wah-
rend es unter dem Einfluss von Bisphosphonaten zu keiner gesteigerten BMP-Pro-

duktion kommt.

osteablasts
; mew bone
Bone
HMG-Ca A
mevalonate
+ {Sbispkosphonates
famesyl
opeakems € ke "
prenylated
¥ * proteins Seagins st
cholesterol geranylgeranyl bone formuation

diphosphate P

Bisphosphonates inkibis
Bone resorpiion

osteaciast

Abb. 3:  Verschiedene Interaktionen von Statinen und Bisphosphonaten im Mevalonatweg "
Uber eine Inhibition der Farnesyldiphosphatsynthetase inhibieren Bisphosphonate (BP) die osteo-
klastére Knochenresorption, wahrend Statine durch eine Hemmung der HMG-CoA-Reduktase die
Umwandlung von HMG-CoA zu Mevalonat unterbinden und eine vermehrte osteoblastare
Knochenneubildung induzieren.

1.4 Die Gruppe der Statine

Die Statine sind eine Stoffgruppe von Medikamenten, deren gemeinsame Haupt-
wirkung in der Absenkung des Serum-Cholesterins, insbesondere an LDL-(Low-
Density-Lipoprotein)-Cholesterin  besteht. Allein in Deutschland wurde im

Jahr 2007 ein Verordnungsvolumen an Statinen erreicht, das die Behandlung von

16/90
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5,7 Millionen Patienten mit Standarddosierungen ermdéglichte, wobei Simvastatin
das am haufigsten verschriebene Statin war 2.

Entdeckt wurden die Statine in den 70er Jahren von dem Japaner Akira Endo, der
das erste Statin Mevastatin (Compactin) aus dem Pilz Penicillium citrinum isolier-
te®®. 1980 wurde das Statin Lovastatin (Mevilonin) aus dem Pilz Aspergillus te-
reus gewonnen ™, und 1987 wurde Lovastatin zur Senkung von erhéhtem Cho-
lesterin in den USA erstmals zugelassen .. Heute sind die Statine neben der In-
dikation zur Therapie der Hypercholesterinamie fest in die Primar- und Sekundar-
pravention kardiovaskularer Erkrankungen eingebunden, die haufig durch Athe-
rosklerose entstehen. Der Atherosklerose liegt ein multifaktorielles Geschehen
zugrunde, und ein erhéhtes LDL-Cholesterin ist nachweislich in die Pathogenese
der Atherosklerose involviert °®. Der therapeutische Nutzen von Statinen zur Pra-
vention und Verlangsamung der Progression von kardiovaskuldren Erkrankungen
durch Absenkung des LDL-Cholesterins wurde in verschiedenen groBen Klini-
schen Studien wie der 4S-%"1 der WOSCOPS- 8, der LIPID-®% und der Heart-
Protection-Studie @ wiederholt belegt. In der 1994 verdffentlichten placebo-
kontrollierten 4S-Studie wurde beschrieben, dass Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen und erhéhtem LDL-Cholesterin, die taglich Simvastatin einnahmen,
nach finf Jahren eine Reduktion des Gesamtcholesterin um 25%, des
LDL-Cholesterin um 35% und eine Erhéhung des HDL-Cholesterin um 8% sowie
eine signifikante Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitat aufwie-
sen P,

1.4.1 Wirkprinzip und Nebenwirkungen

Statine unterbrechen die endogene Cholesterinbiosynthese. Sie wirken primar in
der Leberzelle und unterliegen daher nach oraler Einnahme einer hohen pré-
systemischen Elimination (First-pass-Effekt) '],

Im Hepatozyten inhibieren die Statine das Schllisselenzym der Cholesterinbiosyn-
these, die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase, das die
Umwandlung von HMG-CoA zu Mevalonat katalysiert (Abb. 4). Durch die Statin
vermittelte Inhibition der HMG-CoA-Reduktase wird die Cholesterinbiosynthese
unterbrochen. Im Ergebnis sinkt der intrazellulare Cholesterolgehalt, wodurch Uber
einen Feedback-Mechanismus vermehrt LDL-Rezeptoren exprimiert werden. Uber

die LDL-Rezeptoren erfolgt eine gesteigerte Cholesterolaufnahme aus dem Blut,
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so dass der Cholesterolspiegel im Blut fallt und der endogene Cholesterol-Pool
konstant bleibt [ (Abb. 4).

Gallensauren

Darm >
/Acetyl-CoA \
Hepatozyt
HMG-CoA
HMG-CoA- p—— ..
Reduktase - Gallensauren
Mevalonat| T
v —_———
Cholesterol | verremrearnnenrmnee g Cholesterol-
___Pool -~
Sekretion von-
Lipoprotein|
Zahl an LDL- Cholesterol-
f{ezep_toremI — lAufnalhmeT
Bl l rrr W W
VLDL| — |LDL| LDL|
™ Anstieg rJ'| LDL-Rezeptor
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Abb. 4: Wirkungsmechanismus der Statine im Hepatozyten (modifiziert nach 631

Statine werden grundséatzlich gut vertragen. Zu den seltenen Nebenwirkungen
zahlen gastrointestinale Beschwerden, Hepatotoxitdt mit Transaminasenanstieg
und Myalgien mit Anstieg der Kreatinkinase bis zur Rhabdomyolyse mit Nieren-

versagen [¢1:64,

1.4.2 Pleiotrope Effekte

Die positive Beeinflussung kardiovaskularer Erkrankungen durch Stabilisierung
der Atherosklerose wurde Uber mehrere Jahre auf die LDL senkende Wirkung der
Statine reduziert. Ergebnisse aus klinischen und experimentellen Untersuchungen
deuten aber darauf hin, dass die Statine zusétzliche, sog. pleiotrope Effekte entfal-
ten. Landmesser et al. verabreichten Patienten entweder 10 mg/d Simvastatin
oder den Cholesterinabsorptionsinhibitor Ezetimib. Nach vier Wochen stellten sie
eine verbesserte Endothelfunktion der mit Simvastatin behandelten Patienten fest.
Simvastatin und Ezetimib flhrten zu einer &quivalenten Reduktion an
LDL-Cholesterin, aber unter Ezetimib blieb die Endothelfunktion unbeeinflusst ®.
Auch Ergebnisse anderer Untersuchungen legen die Entfaltung pleiotroper Effekte
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unter Statinen nahe. Als Beitrag zur positiven Beeinflussung von atherosklerotisch

6] und antiinflammatori-

veranderten GefaBen wurden plaquestabilisierende
sche® Wirkungen der Statine beschrieben. Die pleiotropen Effekte scheinen
auch Uber die Beeinflussung der Atherosklerose hinauszugehen. Aufgrund maogli-
cher immunmodulatorischer, neuroprotektiver und immunsuppressiver Wirkungen
werden Statine auch in der Behandlung der Multiplen Sklerose ®®!, der Alzheimer
Demenz®® und der Rheumatoiden Arthritis ’? diskutiert. Neben diesen Effekten
werden auch die gesteigerte endogene Expression von BMP-2 und die vermehrte
osteoblastare Knochenneubildung den pleiotropen Statinwirkungen zugewiesen.
Nach gegenwartiger Auffassung resultieren die BMP-2 stimulierende Wirkung und
andere pleiotrope Effekte aus dem Eingriff der Statine in den Mevalonatweg. Im
Mevalonatweg werden auf dem Syntheseweg zum Cholesterin Zwischenprodukte,
die sog. Isoprenoide Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpy-
rophosphat (GGPP), gebildet (Abb. 5). Im Rahmen posttranskriptionaler Modifika-
tionen prenylieren FPPs und GGPPs verschiedene Signalmolekile wie die GTP
bindenden Proteine Rho und Rac, deren Funktion von diesem Vorgang abhangig
ist 7. Fir die vermehrte Produktion von BMP-2 unter dem Einfluss von Statinen
scheint die Inhibition von Rho bedeutsam zu sein @ (Abb. 5).

Acetyl-CoA

HMG-CoA Mevalonat == TIsopentenyl-PP

—
Farnesyl-PP

Squalen Geranylgeranyl PP
—

Cholesterin ? ?
eNOS, En Rb-PP, NAD(P)H-ox
tPA, PA[, BMP- 21 ANF, MLC-2

N——”

Abb. 5: Méglicher Mechanismaus der gesteigerten BMP-2-Produktion unter Statmen liber eine
Inhibition von Zwischenprodukten des Mevalonatwegs (modifiziert nach!” )
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1.4.3 Statinwirkungen am Knochengewebe

Dass Statine die Produktion von BMP-2 stimulieren und eine gesteigerte oste-
oblastare Knochenneubildung induzieren, wurde erstmals 1999 von Mundy et al.
beschrieben 2%, Hintergrund dieser Entdeckung war die Suche nach einem kno-
chenanabolen Osteoporosepraparat. Die medikamentdse Therapie der Osteopo-
rose war mit Ausnahme von Parathormon auf antiresorptive Substanzen wie
Bisphosphonate, Ostrogene, selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren, Calcitonin
und Vitamin D-Analoga beschrankt. Diese Medikamente verlangsamten den pa-
thologischen Knochensubstanzverlust bei Osteoporose, aber bauten kein
Knochengewebe de novo auf !,

Im Wissen um die knochenanabolen Wirkungen des Wachstumsfaktors BMP-2
testeten Mundy et al. mehr als 30.000 Substanzen hinsichtlich der Stimulierbarkeit
des BMP-2-Promoters. Unerwartet wurde unter der Vielzahl von gepriften Sub-
stanzen nur das Statin Lovastatin identifiziert und eine BMP stimulierende Wirkung
nachfolgend auch fir Simvastatin und weitere Statine bestétigt. In humanen und
murinen Osteoblasten wurde die vermehrte Expression von BMP-2 mRNA, nicht
aber von BMP-4 mRNA unter dem Einfluss von Statinen nachgewiesen. Demnach
war die Statin vermittelte BMP-2-Stimulation spezifisch. In Knochenzellen aus der
Schadelkalotte von Mausen induzierten Simvastatin und andere Statine eine Er-
héhung der Osteoblastenzahl und eine gesteigerte Knochenneubildung. Dartiber
hinaus fihrte subkutan injiziertes Simvastatin zu einer nahezu 50%igen Erhéhung
der Knochenneubildung und systemisch oral verabreichtes Simvastatin zu einem
signifikant gesteigerten trabekularen Knochenvolumen bei Ratten. Da der BMP-2
stimulierende Effekt durch die Zugabe von Mevalonat aufgehoben wurde, wurde
gefolgert, dass die Statin vermittelte Inhibition der HMG-CoA-Reduktase Grundla-
ge der gesteigerten BMP-Stimulierung sein muss 2%,

Seit dieser Entdeckung wurde die Wirkung von Statinen auf das Knochengewebe
intensiv untersucht. Verschiedene in vitro-Untersuchungen bestatigten die Beo-
bachtung, dass Statine eine vermehrte Expression von BMP-2 in osteoblastéaren
Vorlauferzelllinien und in Osteoblasten stimulieren und die Differenzierung von
Osteoblasten férdern 727479,

Der knochenanabole Effekt der Statine durch eine Stimulierung der endogenen
BMP-2-Synthese macht die Statine zu einem idealen Kandidaten in der Osteopo-
rosetherapie und -pravention. Da Statine von Millionen Patienten taglich oral ein-
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genommen werden, haben verschiedene Autoren untersucht, ob diese Patienten
neben der gewlnschten Wirkung auch hinsichtlich einer gesteigerten Knochen-
dichte oder eines reduzierten Frakturrisikos als Ausdruck knochenanaboler Stati-
neffekte profitieren. In einer Studie wurde bei Patientinnen, die taglich Simvastatin
einnahmen, nach zwei Jahren ein signifikanter Anstieg der Knochendichte im Be-
reich der Lendenwirbelsaule und der Hilfte festgestellt!’®. In einer anderen Studie
fihrte die Einnahme von Statinen zu einer signifikant erh6hten Knochendichte im
Bereich des Femurs!”). Auch eine groBe Metaanalyse aus dem Jahr 2007 wies
eine signifikant gesteigerte Knochendichte im Bereich der Hifte bei Patienten un-
ter Statintherapie nach["®. Beziiglich eines Einflusses von Statinen auf das Frak-
turrisiko wurde in einer Studie ein um 71% reduziertes Risiko von Frakturen der
Hifte bei Patienten unter Statinmedikation festgestellt!’®.. Vergleichbar positive
Wirkungen wurden auch von anderen Autoren mit Risikoreduktionen zwischen
36% 1% 50% 8" und 60% ¥ beschrieben. Neben diesen Studien konnten andere
Studien keinen Einfluss von Statinen auf die Knochendichte oder das Frakturrisiko
bei Patienten nachweisen 838!,

Waren die Ergebnisse klinischer Studien bisher nicht immer einheitlich, so konnten
doch verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen knochenanabole Wirkun-
gen von Statinen wiederholt nachweisen 789, In diesen Studien wurden die Stati-
ne nicht oral verabreicht, sondern alternativ transdermal oder lokal appliziert. Un-
ter transdermaler Applikation von Lovastatin war die Knochenneubildung bei Rat-
ten um 150% gesteigert®”. Zudem legen Ergebnisse bisheriger tierexperimentel-
ler Untersuchungen nahe, dass sich die knochenanabole Wirkung der Statine
womoglich auch fir die Knochenregeneration zur Verbesserung der Heilung nut-
zen lasst®®% Simvastatin induzierte, lokal im Knochendefekt appliziert, eine ge-
steigerte Knochenneubildung um 308% ®°!. Die Ergebnisse weiterer Studien mit
Statinen zeigten, dass Statine bei lokaler Applikation auch die Heilung von Fraktu-

ren positiv beeinflussen kénnen 092,

1.5 Methoden zur Applikation von Statinen

1.5.1 Lokal versus systemisch
Um die knochenanabolen Effekte der Statine fUr die Frakturheilung nutzbar zu
machen, kénnen die Statine systemisch oder lokal appliziert werden. Die nicht
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immer einheitlichen Ergebnisse der klinischen Studien ®®! legen nahe, dass sich
die systemische Applikation von Statinen zur Beeinflussung der Frakturheilung
weniger eignet. Statine sind cholesterinsenkende Medikamente und ihr primarer
Wirkort ist die Leber. Sie zeichnen sich durch einen ausgepragten First-pass-
Effekt aus, so dass nur sehr geringe extrahepatische Konzentrationen erreicht
werden 1. Deshalb erscheint es fiir eine mégliche Anwendung von Statinen in der

Frakturheilung zweckmaBig, sie direkt lokal am Knochengewebe zu applizieren.

1.5.2 Beschichtung von Osteosynthesematerialien

Um die Statine lokal zu applizieren, wurden in der Vergangenheit Injektionstechni-
ken 239291 ynd Minipumpen ®? erprobt. Diese Verfahren erfordern aber zusétzli-
che Eingriffe. Demgegenuber stellt die Verwendung eines Tragermaterials in
Kombination mit einer Osteosynsthese eine besonders patientenfreundliche Me-
thode dar. Die Methode der Beschichtung von Osteosynthesesystemen wurde
erstmals von Schmidmaier et al. im Jahr 2001 vorgestellt. Schmidmaier et al. ent-
wickelten ein Tragermaterial auf der Basis von Poly[D,L-Laktid] (PDLLA), welches
die Moglichkeit erdffnet, verschiedene Wirksubstanzen in frei wahlbaren Dosie-
rungen einzuarbeiten . Integriert in Poly[D,L-Laktid] werden die Wirksubstanzen
auf die zu implantierenden Osteosynthesesysteme aufgetragen und von diesen
direkt an der Fraktur freigesetzt. Damit gentgt ein operativer Eingriff, um die Frak-
tur zu versorgen und gleichzeitig die heilungsstimulierende Substanz zu verabrei-
chen. Durch den Einsatz eines Tragermaterials ergibt sich zudem der wichtige
Vorteil, dass die eingearbeiteten Substanzen durch das Tragermaterial vor unkon-
trollierter frakturferner Freisetzung geschitzt werden, was potenzielle systemische
Nebenwirkungen reduziert.

Die Effektivitdt der von Schmidmaier et al. entwickelten Beschichtungstechnik
konnte bisher in verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen mit
BMP-22" anderen Wachstumsfaktoren!'® und Bisphosphonaten ™ nachgewie-
sen werden und kénnte sich somit auch als eine Applikationsmethode fir die Sta-

tine herausstellen.
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1.6 Zielstellung und Hypothese

1.6.1 Zielstellung

In einem standardisierten Frakturmodell der Ratte ®¥ soll der Einfluss eines Sta-
tins, Simvastatin, auf die Heilung der Tibiafraktur unter lokaler Applikation von Po-
ly[D,L-Laktid] beschichteten Kirschnerdrahten nach einem Untersuchungszeitraum
von 28 Tagen untersucht werden. Um mdégliche dosisabhangige Wirkungen zu
prufen, wird das Statin Simvastatin in zwei verschiedenen Dosierungen erprobt.
Zudem erfolgt ein Vergleich des Einflusses von Simvastatin auf die Heilung der
Tibiafraktur mit einer unbeeinflussten Heilung sowie mit einer durch den knochen-
anabolen Wachstumsfaktor BMP-2 stimulierten Heilung. Es werden sowohl radio-
logische, biomechanische als auch histologische und histomorphometrische Me-

thoden angewandt.

1.6.2 Hypothese

Das Statin Simvastatin hat bei lokaler Applikation von PDLLA beschichteten
Kirschnerdréhten einen dosisabhéngig stimulierenden Einfluss auf die Heilung der
Tibiafraktur bei Ratten.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien und Geréite im Uberblick

e Titankirschnerdrahte als Implantate und Beschichtung

Implantate: Titankirschnerdrahte (Ti-6Al-4V)(@ 1,0 mm) (Synthes, Bochum, Dtl.)
Beschichtung: Poly[D,L-Laktid], Resomer 203 (Boehringer Ingelheim, Dtl.)
Wirksubstanzen: Simvastatin* und rekombinant humanes BMP-2 (Osteogenetics,
Wirzburg, Dtl.)

* Die Simvastatin beschichteten Nagel wurden von Frau Dr. Milvia Lepre, Schweiz, zur Verfligung gestellt.

e Anasthesie

Medikamente: Forene  (1-Chlor-2,2,2-trifluorethyldifluormethylether)  (Ab-
bott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Dtl.), Ursotamin (Ketaminhydrochlorid) (Se-
rumwerk Bernburg AG, Bernburg, Dtl.), Rompun 2% (Xylacinhydrochlorid)
(Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Dtl.)

Sonstiges: Einmalspritzen 1 ml (BD Plastipak™3, Becton Dickinson SA, Madrid,
Spanien) und Kaniilen steril 24G (BD Microlance™3, Drogheda, Irland), Einmal-
mundschutz (Farstar, Hamburg, Dtl.) und Einmalhandschuhe (Johnson & John-

son, New Brunswick Intl., USA),

e Der operative Eingriff

Operationsbesteck: Kirschnerdréhte aus Stahl (J 0,8 und @ 1,0 mm), Praparier-
schere, Pinzette anatomisch und chirurgisch, Nadelhalter, Kneifzange, Einmal-
skalpell No. 15 (Feather Safety Razor Co. Ltd., Medical Division, Osaka, Japan)
Gerate: Frakturmaschine (Eigenentwicklung), Réntgenbogen Siremobil Iso-C (Sie-
mens AG, Minchen, Dtl.), Elektorasierer Favorita Il GT 104 (Aesculap AG & Co.
KG, Tuttlingen, Dtl.), Digitalthermometer (Paul Hartmann LTD, Heywood, UK), Ki-
lomat-Prazisionswaage Typ 2106 (Sartorius, Goéttingen, Dtl.)

Sonstiges: Mundschutz und Einmalhaube (Farstar, Hamburg, Dtl.), sterile Ein-
malhandschuhe (Gammex PF Ansell UK Ltd., Tamworth, Staffordshire, UK), steri-
le Tischabdeckung (Foliodrape Hartmann AG, Heidenheim, Dtl.), Prapariertupfer
RK (Lohmann und Rauscher, Dtl.), Mulltupfer Réko-steril 20 x 20 cm (Maimed
GmbH & Co. KG, Neuenkirchen, Dtl.), Hautfaden nichtresorbierbar Prolene 4-0
(Ethicon GmbH & Co. KG, Norderstedt, Dtl.), Leukoplast (Beiersdorf AG, Ham-
burg, Dtl.), Sprilhpflaster Band-Aid™ (Ethicon GmbH, Norderstedt, Dtl.), Enthaa-
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rungscreme Pilca (Schwarzkopf/Henkel, Disseldorf, Dtl.), Panthenol-Augensalbe
(Jenapharm, Dtl.), Gleitmittel Xylocain Gel 2% (Astra GmbH, Wedel, Dtl.), Einmal-
handschuhe (Johnson & Johnson Intl., New Brunswick, USA), Softasept Desinfek-
tionsspray (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Dtl.) und verschiedenfarbige
Filzstifte (Edding AG, Ahrensburg Dtl.)

¢ Radiologie
Gerate und Materialien: Rontgengerat Mobilett Plus (Siemens AG, Minchen,
Dtl.), Réntgenplatten: Fuji IP Cassette 3A, 24 x 30 cm (Fuji Photo Film Co., LTD,
Japan), Roéntgenschirzen und Réntgenzahlen, Leukosilk-Pflaster (Beiersdorf,
Hamburg, Dtl.)

e Totung und Praparatentnahme

Medikamente: Forene, Ursotamin und Rompun, Kaliumchorid 14,9% (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Dtl.)

Gerate: Luer, Fasszange, Préaparierschere, Pinzette, Einmalskalpell No. 15
(Feather Safety Razor Co., Ltd. Medical Division)

Sonstiges: Kanlen steril 24G (BD Microlance™3, Drogheda, Irland), Einmalsprit-
zen 5 ml (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Dtl.), Einmalhandschuhe (Johnson
& Johnson Intl., New Brunswick, USA), Mullkompressen 10 x 10 cm 8fach,
BEESANA (Karl Beese GmbH & Co. KG, Bursbuttel, Dtl.) Mundschutz

e Biomechanik

Materialien: Fllssigkeit Technovit 3040 und Pulver Technovit (Heraeus-Kulzer
GmbH, Wehrheim, Dtl.), Pappbecher, Riuhrspatel und Einmalspritzen 10 ml (B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Dtl.), Einmalmundschutz (Farstar, Hamburg,
Dtl.) und Einmalhandschuhe (Johnson & Johnson, New Brunswick Intl., USA),
Leukosilk-Pflaster (Beiersdorf AG, Hamburg, Dtl.), Isotone Natriumchloridlésung
Plastipur (Fresenius, Bad Homburg, Dtl.)

Gerate: Stéander mit drei rotierbaren Ebenen, Gussformen 3 x 3 x 2,5 cm; Innen-
durchmesser 1,1 x 1,1 x 1,5 cm, Visierhilfe, Winkel DIN 875/1 (ORION, Dtl.)
Messschieber, Transportklemme, Torsionsmaschine (Eigenentwurf), Material-
prifmaschine Zwick (Zwick, Ulm, Dtl.), Messkraftverstarker Typ MCG (HBM,
Darmstadt, Dtl.), Computer mit Software Catman 32 (HBM, Darmstadt, Dtl.), Soft-
ware Excel (Microsoft, USA), Drucker
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e Histologie

Materialien: Platikkassetten Tissue Tek, Mega Cassette, Quantity 125 (Sakura,
USA), Fixierlésung (324 ml Formaldehyd (37%), 550 ml Alkohol (100%), 130 ml
Barbital-Na-Puffer (0,1 molar, pH 7,3), 6 g Glukose), Alkohol (70, 80, 96, 100%),
Xylol Merck KgaA (Darmstadt, Dtl.), Technovit 9100 neu (Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Dtl.), Schneideflissigkeit (WIV, Schwetzingen, Dtl.), Streckfllissigkeit
(30 ml Butoxyethyl-Acetat, 70 ml Alkohol 70%)

Gerate: Schuttler HS 501 digital (KIKA Labortechnik), Einbettformen, Pinsel und
Pinzette fein, Objekttrager HistoBond 75 x 25 x 1 mm (Paul Marienfeld Laboratory
Glassware, Lauda-Koénigshofen, Dtl.), Filterpapier 58 x 58cm, Kisol-Folie 0,025 x
95 x 95 mm (Medim Histotechnologie GmbH, GieBen, Dtl.), Schleifscheiben Discs
WS-Flex 18-C SK 250 mm P60 (Hermes, Walter Messner GmbH, Oststein-
bek/Hamburg, Dtl.), Handschleifgerat Phoenix 3000 (Jean Wirtz Laborgerate Ver-
triebs GmbH, Dusseldorf, Dtl.), Mikrotom SM 2500S (Leica Instruments GmbH,
Nussloch, Dtl.), Schneidemesser Hartmetall (Leica Instruments GmbH, Nussloch,
Dtl.), Warmeschrank Function line Typ B12 (Heraeus Instruments Kendro Labora-
tory Products, Hanau, Dtl.)

Farbelésungen: 2-Methoxyethyl-Acetat (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Dil.),
Alkohol (70, 80, 96, 100%), Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Dil.), 3%ige Silbernitratidsung (Merck, Darmstadt, Dtl.), Natriumkarbonatformalde-
hydlésung (Merck, KgaA, Darmstadt, Dil.), 5% Natriumthiosulfatlésung (Merck,
Darmstadt, Dtl.), 1%ige wassrige Methylgrinlésung (Merck, Darmstadt, Dtil.),
Pikrofuchsinlésung van Gieson (Division Chroma, Muinster, Dil.), Xylol (Merck
KgaA, Darmstadt, Dtl.), Vitroclud (R. Langenbrinck, Emmendingen, Dtl.)
Sonstiges: Bildanalyseprogramm Zeiss KS 400, Mikroskop DM R (Leica Mikro-
skope&Systeme GmbH, Wetzlar, Dtl.), Objektiv mit VergréBerung 1,6 mm, Kame-
ra AxioCam MRc5 Carl Zeiss
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2.2 Studiendesign

Far die Untersuchung des Einflusses des Statins Simvastatin auf die Heilung der
Tibiafraktur wurde Ratten im Rahmen eines standardisierten Frakturmodells eine
Querfraktur der Tibiadiaphyse und Fibula induziert. In Abhangigkeit von der Grup-
penzugehdrigkeit wurden die Tibiafrakturen mit beschichteten oder unbeschichte-
ten Titankirschnerdrahten versorgt. Nach dem Zufallsprinzip wurden die Tiere zu
den nachfolgend aufgeflihrten finf Gruppen | bis V randomisiert:

Den Tieren der Gruppe |, die als Negativkontrollgruppe diente, wurde ein unbe-
schichteter Kirschnerdraht implantiert. In der PDLLA-Gruppe 1l wurden nur PDLLA
beschichtete Implantate eingesetzt. Die Gruppen Il und IV waren die Behand-
lungsgruppen und wurden mit verschieden konzentrierten Simvastatin beschichte-
ten K-Drahten stabilisiert. Die Tiere der Gruppe V bildeten die Positivkontrollgrup-

pe und wurden mit BMP-2 beschichteten Kirschnerdrahten versorgt (Tab. 1).

Tab. 1:  Gruppeneinteilung
Gruppe: I | ]| \') Vv
Implantat: Kirschnerdraht | Kirschnerdraht | Kirschnerdraht | Kirschnerdraht | Kirschnerdraht
(Negativ- +PDLLA +PDLLA +PDLLA +PDLLA
kontroll- (PDLLA- +Simvastatin +Simvastatin +BMP-2
gruppe) Gruppe) low dose high dose (Positiv-
(Behandlungs- | (Behandlungs- | kontroll-
gruppe) gruppe) gruppe)
Dosierung: 3 ug 50 ug 50 pg
Anzahl: 20 20 20 20 20

FUr das Versuchsvorhaben wurden vier Untersuchungszeitpunkte festgelegt:

Am Tag 0 erfolgte die operative Frakturinduktion und an den Tagen sieben und
14 Verlaufsuntersuchungen. Nach 28 Tagen wurden die Tiere der Tétung zuge-
fuhrt und im Anschluss biomechanische sowie histomorphologische und histo-
morphometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Zu allen Zeitpunkten wurden die
Kérpertemperatur und das Gewicht der Tiere bestimmt sowie Réntgenbilder in
konventioneller Technik angefertigt (Abb. 6).
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Untersuchungsplan

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 28
Operation Totung
v v v v
Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht
Temperatur Temperatur Temperatur Temperatur
Réntgen Réntgen Réntgen Réntgen

Biomechanik

Histologie

Abb. 6: Untersuchungsplan

Analog dem vorliegenden Studiendesign flhrte Herr Dr. med. Moritz Morawski im
Rahmen seiner Dissertation radiologische, biomechanische und histologische Un-
tersuchungen 42 Tage post operationem durch.

Das Landesamt flr Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit
Berlin hat das Versuchsvorhaben unter der Nummer G0147-06 genehmigt.

2.2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten fliinf bis sechs Monate alte weibliche Sprague Dawley
Ratten mit einem durchschnittlichen Kérpergewicht von 240 bis 250 g (Harlan Win-
kelmann GmbH Borchen, Dtl.). Die Haltung der Ratten sowie alle Operationen und
Untersuchungen erfolgten in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Cam-
pus Virchow Klinikum, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin. Die Tiere wurden in
Typ IV-Kéafigen zu je funf Tieren bei einem Tag-Nacht-Wechsel von zweimal
12 Stunden gehalten. Bei einer Luftfeuchte von 55-60% betrug die Umgebungs-
temperatur konstant 22°C. Den Ratten stand Futter (Sniff Ratten/Mause-Haltung,
Spezialdiaten GmbH Soest, Dil.) und Wasser jederzeit frei zuganglich zur Verfi-
gung. Vor Beginn der Versuche verblieben die Ratten mindestens drei Tage in den

Ké&figen, um langsam an die veranderten Bedingungen zu adaptieren.
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2.2.2 Frakturmodell

Um den Einfluss des Statins Simvastatin auf die Heilung der Tibiafraktur zu unter-
suchen, wurde das von Schmidmaier et al. etablierte Frakturmodell angewandt *¥.
Im Rahmen dieses Modells wird die Rattentibia durch die eigenentwickelte Frak-
turmaschine standardisiert frakturiert (Abb. 7). Die Frakturmaschine basiert auf
dem Funktionsprinzip der Dreipunktbiegung und induziert geschlossene Querfrak-
turen der Tibiadiaphyse und Fibula gemaB der Klassifikation der Arbeitsgemein-
schaft fir Osteosynthese (AO 42-A1/2/3).

- Gewicht mit
Haltestift

Stoppplatte

Abb. 7:  Aufbau der Frakturmaschine (modifiziert nach®¥)

Zur Induktion der Fraktur wurde das narkotisierte Tier mit dem nach auBen rotier-
ten rechten Hinterlauf in die Frakturmaschine gelegt. Das Bein wurde auf zwei
Auflageschienen positioniert und anschlieBend Uber eine frei einstellbare Stopp-
platte sicher in der Frakturmaschine fixiert. Dann wurde ein Stempel auf das Bein
gesetzt, der den Hinterlauf mit einer Masse von 650 g belastete. Diese Belastung
entstand durch ein in 15 cm Hbhe lber einem Haltestift befestigtes Gewicht und
50 g Eigengewicht des Stempels. Mit manuellem Lésen des Haltestiftes fiel das
Gewicht entlang einer Flhrungsstange auf den Stempel und erzeugte eine stan-
dardisierte geschlossene Querfraktur von Tibia und Fibula, ohne ein wesentliches

Weichteiltrauma zu verursachen.
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2.2.3 Titankirschnerdrahte als Implantate und Beschichtung

Zur Versorgung der Tibiafrakturen wurden in allen Gruppen als intramedullare
Implantate sterile, 15 cm lange Titankirschnerdrahte mit einem Durchmesser von
1,0 mm eingesetzt. Die K-Drahte dienten neben der intramedullaren Frakturstabili-
sierung auch als Wirkstoffapplikatoren fir die Wirksubstanzen Simvastatin und
BMP-2. Als Tragermaterial flir die Wirksubstanzen wurde Poly[D,L-Laktid] ver-
wendet. Das PDLLA wurde in Ethylacetat geldst, sterilfiltriert und nachfolgend die
sterilen Wirksubstanzen in gewahlter Konzentration hinzu gegeben. In die so her-
gestellte Lésung wurden die K-Drahte eingetaucht und anschlieBend getrocknet.
Simvastatin wurde in zwei Dosierungen in das PDLLA eingearbeitet, in der Grup-
pe Il in einer geringen Dosierung von 3 pg (Simva low dose) und in der Gruppe IV
in einer hohen Dosierung von 50 pg (Simva high dose). Die Titankirschnerdrahte
der Gruppe V wurden mit 50 pg rekombinant humanem BMP-2 beschichtet.

2.3 Anéasthesie

Um die Versuchstiere schonend zu operieren und eine schmerzfreie Frakturinduk-
tion zu gewahrleisten, wurden die Tiere mit einer Kombination aus Inhalations-
und Intraperitonealnarkose anasthesiert. Die Einleitung der Narkose erfolgte inha-
lativ in einer verschlieBbaren Plastikbox mit einem Gemisch aus Sauerstoff
(0,8 I/min), Lachgas/N>O (1,2 I/min) und lIsofluran (5 Vol.%). Durch die nachfol-
gende intraperitoneale Applikation eines Gemisches aus Ketaminhydrochlorid
(60 mg/kgkG) und Xylacinhydrochlorid (4 mg/kgKG) in einer Dosierung von
2 ml/kgKG wurde die Anéasthesie aufrecht erhalten (Empfehlung des Handbook of
Laboratory Animal Management and Welfare, S. Wolfensohn, University of Ox-
ford). Die Kombinationsnarkose garantierte durch eine sichere Sedation, Relaxati-
on und Analgesie von zirka 60 Minuten die komplikationsfreie Operation.

Die Verlaufsuntersuchungen am siebenten und 14. Tag erfolgten unter inhalativer
Kurznarkose mit dem o0.g. Sauerstoff-Lachgas-Isofluran-Gemisch in der Narkose-
box. Die Narkose wurde flir zehn Minuten Uber eine Gesichtsmaske fortgesetzt.
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2.4 Der operative Eingriff

2.4.1 Vorarbeiten

Vor der Operation wurden die Tiere nach der in Abschnitt 2.3 beschriebenen Vor-
gehensweise anasthesiert. Danach wurde das Operationsfeld aufgebaut. Der
Operationstisch wurde steril abgedeckt und die sterilen chirurgischen Instrumente
angeordnet. Bildwandler und C-Bogen wurden in der Umgebung des Operationsti-
sches aufgestellt und die Abbildungsflache mit einem sterilen Tuch abgedeckt.

Mit ausreichender Narkosetiefe wurde das rechte Hinterbein der Tiere mit einer
elektrischen Schermaschine rasiert und mittels Enthaarungscreme verbliebene
Haare entfernt. Gegen das Austrocknen der Augen wahrend der Narkose wurde
mit Panthenol-Augensalbe behandelt. Nach rektaler Messung der Kérpertempera-
tur und Bestimmung des Kérpergewichts wurden die Schwénze der Tiere nach
einem in der Arbeitsgruppe definierten Schema verschiedenfarbig markiert und
abschlieBend der zu operierende rechte Hinterlauf sorgfaltig desinfiziert.

2.4.2 OP-Technik

Im Anschluss an die Vorbereitung der Versuchstiere und nach wiederholter Si-
cherstellung der erforderlichen Narkosetiefe wurde die Operation unter sterilen
Bedingungen begonnen. Zuerst erfolgte ein 0,5 cm langer Hautschnitt medial ent-
lang der Tuberositas tibiae. Als Orientierung diente dabei der epifasziale Venen-
plexus (Abb. 8.1, Abb. 8.2). Nach abgeschlossener Hautinzision wurde der Mark-
kanal mit einem ersten Stahlkirschnerdraht des Durchmessers 1,0 mm unter be-
hutsamen Drehbewegungen von anteromedial angebohrt (Abb. 8.3). War der
Markkanal eréffnet, wurde der Draht antegrad unter Bildverstarkerkontrolle in den
Markraum eingebracht, behutsam vorgeschoben und der Markkanal vorsichtig
dilatiert (Abb. 8.4). Beim zweiten Vorbohren wurde ein 0,8 mm Kirschnerdraht weit
bis zum Articulatio talocruralis vorgeschoben. Dieses Vorgehen war Vorausset-
zung flr die spatere zuverlassige Verankerung des K-Drahts, da keine zusatzliche
Verriegelung durch Schrauben erfolgte. Nach Beendigung des zweiten Vorboh-
rens wurde das narkotisierte Tier in die Frakturmaschine gelegt und die Tibiafrak-
tur nach der in Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Vorgehensweise induziert (Abb.
8.5). Das Frakturergebnis wurde mit dem Bildverstarker Uberprift. Nach erfolgrei-
cher Frakturinduktion wurde die gebrochene Tibia nach bestimmter Gruppenzuge-

horigkeit mit einem unbeschichteten oder beschichteten Kirschnerdraht
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(& 1,0 mm) stabilisiert. Dann wurde der Uberstehende Drahtanteil entfernt (Abb.
8.6). Danach wurde die korrekte Lage des Kirschnerdrahtes mit dem Bildverstar-
ker kontrolliert. Zum Abschluss der Operation erfolgte eine sorgsame Wunddesin-
fektion. Die Wunden wurden mittels Naht in Einzelknopftechnik und nachfolgenden
Sprihpflasterverbandes verschlossen. AbschlieBend wurde ein schitzender radia-
rer Verband angelegt, um das Repositionsergebnis im friihen postoperativen Ver-
lauf nicht zu beeintrachtigen. Die Tiere wurden nach der erfolgten Operation in
ihre Kafige gelegt. In der Umgebung der Kafige war eine Warmelampe aufgestellt.
So wurde eine schonende Aufwachphase der Tiere gesichert. Wahrend der post-
operativen Aufwachphase wurden die Tiere fortlaufend Gberwacht.

(2) Hautinzision

(4) Bildverstérkerkontrolle

Abb. 8: OP-Technik
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2.5 Untersuchungen der Versuchstiere

2.5.1 Postoperative Kontrollen

Im postoperativen Verlauf wurden regelméaBig die Wundverhéltnisse und die kli-
nisch fassbare allgemeine Aktivitat der Versuchstiere sowie ihr Fress- und Trink-
verhalten kontrolliert. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die Belastbarkeit des
operierten Hinterlaufs gelegt.

2.5.2 Gewicht- und Temperaturbestimmung
Die Bestimmung von Korpergewicht und Kérpertemperatur erfolgte wie in Ab-
schnitt 2.4.1 dargestellt.

2.5.3 Radiologie

Postoperativ sowie an den Tagen sieben, 14 und 28 wurden Réntgenaufnahmen
in konventioneller Technik in zwei Ebenen lateral und posterior-anterior angefertigt
(Abb. 9).

Abb. 9: Exemplarische postoperative Réntgenaufnahmen in zwei Ebenen
Links posterior-anteriorer, rechts lateraler Strahlengang

Das postoperative Réntgen erfolgte zur Kontrolle des Fraktur- und des Repositi-
onsergebnisses, und es wurde eine Einteilung der induzierten Frakturen gemaf
der Arbeitsgemeinschaft flir Osteosynthese (AO) vorgenommen. Die Rdntgenun-
tersuchungen an den Tagen sieben und 14 dienten der Uberwachung des allge-
meinen Heilungsverlaufes. Am 28. Tag wurden die Versuchstiere abschlieBend
gerbntgt. Zur Beurteilung des erreichten Heilungsstadiums wurden die finalen Auf-
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nahmen mittels eines standardisierten Rdntgenscores ausgewertet, wobei die
Auswertung von drei unabhangigen Beobachtern vorgenommen wurde (Tab. 2).

Tab. 2: Réntgenscore

Kategorie Kriterien
A Keine Uberbriickung der Cortices
B Inkomplette Uberbriickung einer bis drei Cortices
C Komplette Uberbriickung aller vier Cortices

Das Ergebnis der Auszahlung lieB einen Rlckschluss auf den Grad der Heilung in
den Gruppen zu. Je héher der Anteil von Tieren, die der Kategorie C zugeordnet

wurden, desto weiter war die Heilung vorangeschritten.

Fir die Aufnahme der Rdéntgenbilder in 52 kV Strahlenharte und 1,8 mAs Belich-
tungszeit wurden die Tiere in Bauchlage auf Réntgenplatten gelagert. Dabei be-
trug der Abstand zwischen der Réntgenplatte und dem Rdntgengerat 60 cm (Abb.
10).

Abb. 10: Arbeitsplatz zur Anfertigung der Réntgenaufnahmen

Auf die Roéntgenplatten wurden Réntgenzahlen gelegt, um die richtige Zuordnung
der Tiere sicher zu stellen. Fir die Rontgenbilder im posterior-anterioren Strahlen-
gang wurde der Hinterlauf dorsal extendiert und mit einem Pflaster fixiert, flr die
lateralen Réntgenaufnahmen wurde das Bein abduziert und seitlich am Fuf3 befes-
tigt.
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2.6 Tétung und Préaparatentnahme

Am 28. Tag postoperativ wurden die Versuchstiere der Tétung zugefuhrt, dazu
mittels Kombinationsnarkose tief narkotisiert, siehe auch Abschnitt 2.3, und im
Anschluss daran durch intrakardiale Injektion von 2 ml 14,9%iger Kaliumchloridl6-
sung getodtet. Nach Feststellung des sicher eingetretenen Todes erfolgte die Ent-
nahme der Knochenpraparate. Der Hinterlauf wurde zuerst vollstandig vom Situs
abgetrennt. Dann wurden Fell und Haut der Tibia sowie darunter liegende Muskeln
und Sehnen vorsichtig durchtrennt. Die weitere Praparation erfolgte unter sehr
sorgféltiger Schonung des Knochens, insbesondere der kalldésen Bereiche. Nach
Exartikulation im Articulatio genus wurden Tibia und Fibula vom Femur abge-
zwickt, danach Articulatio talocruralis und Fibula reseziert (Abb. 11.1) und der
Kirschnerdraht mittels einer Fasszange behutsam aus der Tibia herausgeldst
(Abb. 11.2).

(2) Entnahme des Implantats

Abb. 11: Préparation und Implantatentnahme

Flr die biomechanischen Testungen wurde neben dem frakturierten, rechten Hin-
terlauf auch das gesunde, kontralaterale Bein entnommen. Die frei praparierten
Tibiae wurden umgehend in Kochsalzlésung getrankte Kompressen eingewickelt,
um die Praparatqualitat nicht durch austrocknende Prozesse zu minimieren. Dann
wurden die Knochenpréparate rasch der biomechanischen Testung zugefihrt.

Die histologisch zu untersuchenden Tibiae wurden nach der Praparation sofort in
Plastikkassetten und danach in Fixierlésung gelegt.
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2.7 Biomechanik

2.7.1 Einbetten

Far die biomechanischen Untersuchungen wurden die frei préparierten Tibiae in
Gussformen eingebettet. In Hohe des Tibiaplateaus wurde die Tibia in einem
Stander mittels Haltevorrichtung fixiert (Abb. 12.1). Das distale Ende der Tibia hing
bis in die darunter platzierte Gussform. Durch drei bewegliche Ebenen des Stan-
ders wurde die Tibia senkrecht und zentriert ausgerichtet. Mittels Visierhilfe wurde
diese Ausrichtung sichergestellt. Die Gussformen wurden flir das Einbetten der
Tibiae mit dem schnell aushartenden Einbettzement Beracryl gefullt (Abb. 12.2).
Innerhalb der 20-minltigen Aushartung des Beracryls wurde die Tibia zum Schutz
vor Austrocknung fortlaufend mit Kochsalzlésung befeuchtet. Nachdem der Ein-
bettzement ausgehartet war, erfolgte die Einbettung des proximalen Tibiaanteils
durch eine halbe Drehung der Tibia. Damit war die Gussform mit dem eingebette-
ten distalen Ende der Tibia im Stédnder eingespannt. Der festgelegte Abstand von
1,8 cm zwischen den Gussformen wurde durch einen Messschieber kontrolliert
(Abb. 12.3).

(1) Zentrierte Ausrichting der Tibia
im Stander p
—

Abstand:
1,8cm

2 Tibia

(2) Einfiillen der EinbettlGStung

Abb. 12: Technik des Einbettens
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2.7.2 Torsionale Testung mittels Zwick

Die biomechanischen Testungen der Tibiae erfolgten mit der Materialprifmaschi-
ne Zwick. Vor Beginn des Testungsvorgangs mittels Zwick wurden die Tibiae in
einer Torsionsmaschine fur Kleintierknochen befestigt (Abb. 13). Die Torsionsma-
schine war mit einem Gewicht verbunden, das die axiale Vorlast der Tibia in Héhe
von 5 N bewirkte. Die Vorlast stellte gleichmaBige Druckverhéltnisse Gber die ge-
samte Tibia sicher. So wurden Belastungen durch Zug begrenzt, die bei torsiona-
len Testungen entstehen. Der Testungsvorgang begann, wenn die Zwick in kon-
stanter Geschwindigkeit herunterlief. Uber den Hebelarm an der Torsionsmaschi-
ne wurde die Krafteinwirkung der Zwick aufgenommen, auf die Torsionsmaschine
Ubertragen und in eine Drehbewegung transformiert. Die induzierte Torsion wurde
durch die Kraftmessdose aufgenommen. Der Messkraftverstarker leitete Daten an
einen Computer, die zur Weiterverarbeitung in der Software Catman als ASCII mit
Header-Datei gespeichert wurden. Hielt die Tibia der ansteigenden Torsion nicht
mehr stand und brach, wurde der Testungsvorgang beendet. Die Testungsvor-
gange mittels Zwick wurden automatisch abgebrochen, wenn Messwerte bestimmt

wurden, die um acht Prozent von den bereits ermittelten Daten differierten.

Hebelarm

In Beracryl Vorlast
eingebettete Tibia

Kraftmess-
dose

Abb. 13: Versuchsaufbau zur biomechanischen Testung der Tibiae mit der Torsionsmaschine
(modifiziert nach™®¥)
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2.7.3 Verarbeitung der gemessenen Daten

Zur Auswertung der biomechanischen Untersuchungen wurden die Parameter
torsionale Steifigkeit und maximales Drehmoment herangezogen. Diese wurden
zuerst getrennt far die frakturierte Tibia und far die kontralaterale, gesunde Tibia
ermittelt und nachfolgend als frakturiert/kontralateral gesund x 100 dargestellt.

Die nach der Testung mittels Zwick gespeicherten Rohdaten, pro Testung etwa
5.000 bis 10.000 Messwerte, wurden zur weiteren Auswertung in die Software Ex-
cel Ubertragen und graphisch dargestellt. Auf der Y-Achse wurde das Drehmo-
ment in [Nmm] und auf der X-Achse die Winkelanderung der Tibia in[9] aufgetra-
gen. Die Steigung des erstellten Graphen[m = Yp-Ya/Xp-Xa] definierte die zu be-
stimmende torsionale Steifigkeit, und der hdchste Punkt des Graphen entsprach
dem maximalen Drehmoment. Fiir die exakte Ermittlung der Steifigkeit war es
notwendig, die Daten in eine Arbeitshilfe mit einer integrierten Ausgleichsgeraden
zu Ubertragen. Die torsionale Steifigkeit wurde bestimmt, indem die Ausgleichsge-
rade exakt am linear ansteigenden ersten Drittel des Graphen angelegt wurde.
Aus der Arbeitshilfe wurde auch der Wert fir das maximale Drehmoment abgele-
sen (Abb. 14).
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Abb. 14: Exemplarischer Verlauf der Belastungs-Deformitédtskurve einer Ratte 28 Tage postoperativ
Ausgleichsgerade hellrot zur Ermittlung der Steifigkeit, Kreis markiert das maximale Drehmoment
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2.8 Histologie

2.8.1 Knochenaufbereitung

Die Knochenaufbereitung fir die histologischen Untersuchungen erfolgte nach
einem standardisierten Protokoll mit Fixierung, Entwasserung, Entfettung, Prain-
filtration, Infiltation und abschlie Bender Einbettung:

Nach der Knochenpraparation verblieben die Tibiae bei einer konstanten Tempe-
ratur von 25°C drei bis vier Tage auf einem Schuttler, um das gleichmaBige Ein-
dringen der Fixierldsung in die Tibiae zu garantieren. Die Praparate wurden an-
schlieBend zehn Minuten mit Leitungswasser gespult und danach durch eine an-
steigende Alkoholreihe (70, 80, 96, 100%) flir jeweils eine Woche entwassert. Ab-
schlieBend wurden die Knochenpraparate mit dem Intermedium Xylol Gber
24 Stunden entfettet.

Als Medium far die Préinfiltration, Infiltration und Einbettung wurde Technovit 9100
neu, ein Kunststoff auf der Basis von Methylmethacrylat zur Herstellung von histo-
logischen Schnitten in Hartschnitt-Technik, verwendet. Technovit 9100 neu wird
potenziell als gesundheitsgefdhrdend eingestuft. Deshalb wurde mit diesem
Kunststoff nur unter dem Abzug gearbeitet und die Lésungen in speziellen Kanis-
tern entsorgt.

Die mit Xylol entfetteten Knochenpréaparate wurden flr sieben Tage bei Raum-
temperatur mit Technovit prainfiltriert. Dann erfolgte die siebentagige Infiltration in
Technovit bei einer Temperatur von 4°C. Fir das abschlieBende Einbetten wurde
ein Gemisch aus neun Volumenanteilen einer Stammlésung A und einem Volu-
menanteil einer Stammlésung B verwendet. Zum Einbetten wurden die Tibiae
zentriert in verschlieBbare PlastikgefaBe gelegt, langsam bis zum oberen Rand mit
dem Stammldsungsgemisch Ubergossen und luftdicht verschlossen im Kiihl-
schrank flir mindestens 24 Stunden aufbewahrt. Nach Aushartung des Kunststof-
fes wurden die Blécke zum vereinfachten Einspannen im Mikrotom mit Techno-
vit 3040 aufgeblockt und danach, bis der Knochen an der Oberflache deutlich

sichtbar wurde, angeschliffen.

2.8.2 Herstellung der histologischen Schnitte
Zur Herstellung der histologischen Schnitte in einer Dicke von 6 um wurden die
angeschliffenen Kunststoffblécke mit einem Mikrotom geschnitten (Abb. 15).
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Abb. 15: Mikrotom mit eingespanntem Schnittprdparat im Kunststoffblock

Vor Beginn des Schneidevorgangs wurden die Blocke fest im Mikrotom einge-
spannt und in senkrechter Position zum Schneidemesser ausgerichtet. Das
Schneiden wurde bis zum Erreichen der Zielebene vorgenommen, die durch die
freie Abgrenzung des Markkanals Uber das gesamte Schnittpraparat definiert war.
Nach Erreichen der gewlnschten Zielebene wurden nacheinander zehn Schnitte
behutsam vom Block abgenommen und auf mit Alkohol benetzte Objekttrager ge-
legt. Zur Sicherstellung einer guten Praparatqualitat wurden unregelméaBige Antei-
le im Schnittprédparat mit einem feinen Pinsel korrigiert und zuséatzlich Streckflis-
sigkeit auf die Schnittpraparate pipettiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
spezieller Kisol-Folie abgedeckt und der verbleibende Alkohol mit Filterpapier ent-
fernt. AbschlieBend wurden die Praparate in eine Presse gelegt und flr zwei Tage
im Warmeschrank bei 60°C gepresst. Das garantierte die sichere Haftung der
Schnittpraparate am Objekttrager.

2.8.3 Farben der histologischen Praparate

Nach erfolgter Lagerung im Wéarmeschrank wurden die Schnittpraparate aus der
Presse entnommen und nach einem definierten Farbeprotokoll mit der Versilbe-
rung nach von Kossa- und mit der Methylgriin/van Gieson-Farbung gefarbt (Tab.
3).
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Tab. 3:  Férbeanleitung Versilberung nach von Kossa Férbeanleitung Methylgriin/van Gieson
Farbeschritt Zeit [min] | Farbeschritt Zeit [min]
1. | Schnitte entplasten 3x20 Schnitte entplasten 3x20
mit MEA mit MEA
2. | Absteigende Alkoholrei- je2 Absteigende Alkoholrei- je2
he 100, 96, 80, 70% he 100, 96, 80, 70%
3. | Aqua dest. 2 Aqua dest. Kurz
4. | 3%ige Silbernitratlésung 5 Methylgriin 40
5. | Aqua dest. Kurz Aqua dest. Kurz
6. | Reduktion in Natrium- 2 70% EtOH
Formaldehydlésung
7. | Leitungswasser 10 Van Gieson 2
8. | 5% Natriumthiosulfat 5 70% EtOH
9. | Leitungswasser 10
10. | Aqua dest. Kurz
11. | Aufsteigende Alkohol- je2 Aufsteigende Alkohol- je2
reihe 70, 80, 96, 100% reihe 70, 80, 96, 100%
12. | Xylol 2x5 Xylol 2x5
13. | Eindecken mit Vitroclud Eindecken mit Vitroclud

In der Versilberung nach von Kossa wurden mineralisiertes Knochen- und Knor-

pelgewebe schwarz, Mineralisationsfronten schwarz granuliert und Knorpel- sowie

Bindegewebe braun gefarbt (Abb. 16). Durch die Methylgriin/van Gieson-Farbung

stellte sich Knochen rot, Knorpelgewebe blaugriin und Bindegewebe hellrot dar
(Abb. 16).

Abb. 16: Fiérbeergebnisse am Beispiel von histologischen sagittalen Schnittprdparaten einer Ratte
Links Versilberung nach von Kossa-, rechts Methylgriin/van Gieson-Farbung
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2.8.4 Lichtmikroskopische Beurteilung
Nach erfolgter Farbung aller Schnittprédparate wurden die Praparate histomorpho-

logisch unter dem Lichtmikroskop bei verschiedenen VergrdBerungen beurteilt.

2.8.5 Histomorphometrische Auswertung mit der Bildanalyse

Neben der histomorphologischen Begutachtung wurde zusatzlich die Methode der
Histomorphometrie angewandt, um gewebliche Veranderungen im Frakturkallus
quantitativ zu analysieren. Die histomorphometrische Auswertung erfolgte mit dem
Bildanalyseprogramm KS 400, mit dem folgende Parameter bestimmt wurden:

Ti.Dm (Tibiadurchmesser oder Baseline) [mm]

Ct. (Kortikalis) Ct.Ar (Gesamtflache Kortikalis) [mm?]
Md.Ar/Ct.Ar (Kndcherner Anteil Kortikalis) [%]
Cl. (Gesamtkallus) Cl.Ar (Gesamtflache Kallus) [mm?]

Md.Ar.Cl (Kndcherne Flache Gesamtkallus) [mm?]
Md.Ar/Cl.Ar (Kndcherner Anteil Gesamtkallus) [%]
Cg.Ar.Cl (Knorpelflache Gesamtkallus) [mm?]
Cg.Ar/Cl.Ar (Knorpelanteil Gesamtkallus) [%]

Ps. (Periostaler Kallus)  Ps.Cl.Ar (Gesamtflache periostaler Kallus) [mm?]
Ps.CIL.Ar/Ti.Dm (Flache periostaler Kallus/ Baseline) [mm]
Md.Ar.Ps.Cl (Kn6cherne Flache periostaler Kallus) [mm?]
Md.Ar/Ps.Cl.Ar (Knécherner Anteil periostaler Kallus) [%]
Cg.Ar.Ps.Cl (Knorpelflache periostaler Kallus) [mm?]
Cg.Ar/Ps.Cl.Ar (Knorpelanteil periostaler Kallus) [%]

Es. (Endostaler Kallus)  Es.Cl.Ar (Gesamtflache endostaler Kallus) [mm?]
Md.Ar.Es.Cl (Kn6cherne Flache endostaler Kallus) [mm?]
Md.Ar/Es.Cl.Ar (Kn6cherner Anteil endostaler Kallus) [%]
Cg.Ar.Es.Cl (Knorpelflache endostaler Kallus) [mm?]
Cg.Ar/Es.Cl.Ar (Knorpelanteil endostaler Kallus) [%]

Die Bezeichnung der Parameter folgte der Empfehlung von Parfitt zur Vereinheitli-
chung der Nomenklatur von histomorphometrischen Untersuchungen ®° (Tab. 4).

Tab. 4:  Abkiirzungsverzeichnis nach Parfitt %]

Ar Area

Cg Cartilage

Cl Callus (nicht Teil der Klassifikation nach Parfitt)
Ct Cortex

Es Endosteal

Md Mineralized

Ps Periosteal

Ti.Dm Tibial Diameter
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Praktisches Vorgehen mit der Bildanalyse

Die Messungen mit KS 400 wurden fir die Farbungen von Kossa und Methylgriin/
van Gieson getrennt durchgefiihrt. Jede Messung erfolgte in zwei Schritten. Zu-
nachst wurden die Flachen im distalen, danach im proximalen Anteil des Fraktur-
kallus errechnet und durch Addition das Ergebnis flir das Gesamtpraparat ermit-
telt.

Vor Beginn der histomorphometrischen Auswertung wurden die gefarbten Schnitt-
praparate unter dem Mikroskrop, das an eine Digitalkamera angeschlossen war,
fotografiert. Mit Hilfe des Programms Axio Vision wurde auch ein MaBstabsbalken
von 5 mm Lange aufgenommen. Die digitalisierten Schnittpraparate wurden dann
auf dem Computer gespeichert und im Programm KS 400 weiter bearbeitet. Bei
jeder Messung mit KS 400 wurde zunachst die Kalibrierung vorgenommen, indem
ein Rahmen exakt an den MaBstabsbalken angelegt wurde. Zum Abschluss der
Kalibrierung wurde die Einheit[mm] der zu berechnenden Bereiche festgelegt.
Dann wurden nacheinander die Flachen des periostalen und des endostalen Kal-
lus sowie der Kortikalis manuell farbig markiert. Nach Markierung samtlicher Be-
reiche wurde eine ,Region of Interest” (ROI) festgelegt (Abb. 17).

Abb. 17: Region of Interest (ROI)
ROI am Beispiel eines histologischen Schnittpréparats einer Ratte, geférbt nach von Kossa
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Dazu wurde der Tibiadurchmesser (Baseline), der Abstand zwischen der AuBen-
seite der ventralen zu der AuBenseite der dorsalen Kortikalis, ausgemessen. Die
1,5fache Verlangerung der Baseline definierte die Ausdehnung der ROI nach pro-
ximal und distal. In der Breite schloss die ROl den gesamten Frakturkallusdurch-
messer ein (Abb. 17). Innerhalb der ROI wurden in den von Kossa gefarbten Préa-
paraten die kndchernen Bereiche und in den Methylgrin/van Gieson gefarbten
Schnitten die knorpeligen Areale im Frakturkallus errechnet.

Da die manuelle Markierung gegebenenfalls nicht gewlnschte Areale enthielt,
wurde vor Beendigung des Messvorgangs mit KS 400 eine Segmentierung durch-
geflhrt. Durch die Segmentierung wurde eine Binarmaske vorgegeben, die zwei
Farbinformationen differenzierte. Wenn auch im Rahmen der Segmentierung nicht
geforderte Flachen mit einbezogen waren, erfolgte abschlieBend eine manuelle
Korrektur zur Sicherstellung der exakten Flachenberechnung.

2.9 Statistik

Die Bearbeitung der Daten erfolgte mit der Software Excel (Excel Version 2003,
Microsoft, USA). Es wurden die Mittelwerte mit den dazugehérigen Standardab-
weichungen errechnet.

Die Erstellung von Boxplots und die statistische Auswertung wurden mit der Soft-
ware SPSS durchgefuhrt (SPSS Version 14.0, USA). Es wurden Kruskal-Wallis-
und Mann-Whitney-Test flr unabhangige Stichproben bei einem festgelegten Sig-
nifikanzniveau von p<0,05 angewandt. Die Post-Hoc-Kontrolle der ermittelten Da-
ten erfolgte mit dem Bonferroni-Holm-Verfahren, bei dem der p-Wert hinsichtlich

der Mehrgruppenvergleiche angepasst wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Ausfalle, Operationstoleranz und postoperativer Verlauf

3.1.1 Ausfalle

Zwei Tiere verstarben nach Injektion des Narkotikums unklarer Ursache, finf Tiere
mussten aufgrund einer komplizierten Mehrfragmentfraktur intraoperativ getétet
werden, bei drei Tieren wurden postoperativ Lockerungen des Osteosynthesema-
terials festgestellt, aus ungeklarten Ursachen wurden zwei Tiere tot im Kéfig auf-
gefunden, und zwei Tiere konnten aufgrund von Praparationsfehlern nicht den ab-
schlieBenden Untersuchungen zugeflihrt werden. Eine besondere Gruppenzuge-
hérigkeit war hierbei nicht deutlich.

3.1.2 Operationstoleranz und postoperativer Verlauf

Alle in die Studie eingeschlossenen Versuchstiere tolerierten die Operation gut
und rehabilitierten schnell von den Eingriffen. Bei keinem Versuchstier wurden
Wundkomplikationen oder makroskopische Zeichen von Infektionen festgestellt.
Der postoperative Verlauf war komplikationsfrei, und alle Versuchstiere konnten
die operierte Extremitat schnell voll belasten.

3.2 Untersuchungen der Versuchstiere

3.2.1 Korpergewicht und Korpertemperatur

Das Kdérpergewicht und die Kérpertemperatur der Versuchstiere wurden praopera-
tiv, nach sieben und 14 Tagen sowie am 28. Tag bestimmt. Die Ergebnisse wur-
den als Mittelwerte + Standardabweichung in graphischer Form dargestellt (Abb.
18).

Die Entwicklung des Kdérpergewichts unterlag in allen Gruppen keinen pathologi-
schen Schwankungen. Nach 28 Tagen wurde bei allen Versuchstieren eine Zu-
nahme des Kdrpergewichts im Vergleich zum Studienbeginn ermittelt (Abb. 18).
Uber den Studienzeitraum wurden zu keiner Zeit erhdhte Temperaturen als Hin-
weis flr eine systemische Infektion gemessen (Abb. 18).
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Abb. 18: Koérpergewicht und Kérpertemperatur im Gruppenvergleich (iber den Studienzeitraum
Links Kérpergewicht, rechts Kérpertemperatur
Untersuchungszeitpunkt 1: Tag der Operation, 2: Tag sieben, 3: Tag 14, 4: Tétungstag 28

3.2.2 Radiologie
An vier festgelegten Untersuchungszeitpunkten: Tag 0, sieben, 14 und 28 wurden
konventionelle Réntgenbilder in zwei Ebenen posterior-anterior und lateral aufge-

nommen.

e Postoperative Frakturklassifikation

Zur Kontrolle des Frakturergebnisses wurden die postoperativ erstellten Réntgen-
bilder in Anlehnung an die Klassifikation der Arbeitsgemeinschaft fir Osteosynthe-
se (AQ) eingeteilt:

In 62% der Falle kam es zu einer reinen Querfraktur 42-A3 gemaB der
AO-Klassifikation. In 29% der Falle wurde eine nicht dislozierte Schragfrakur
42-A2 und in 9% der Félle das Auftreten eines Biegungskeils gemaB AO 42-B2
festgestellt. Es gab keine Frakturen vom Typ 42-B3, -C1, -C2 oder -C3 (Abb. 19).

42-A1 42-A2 42-A3 42-B1 42-B2  42-B3
| \
( \ |
Anzahl [%] - 29 62 - 9 -

Abb. 19: Prozentuale Verteilung der Frakturtypen geméaB AO-Klassifikation (modifiziert nach 1961

¢ Radiologische Verlaufskontrollen
Zur Beurteilung des allgemeinen Heilungsverlaufes wurden Rdntgenbilder sieben
und 14 Tage postoperativ aufgenommen und diese mit den initial postoperativen
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und den finalen Aufnahmen verglichen. Bei allen radiologisch untersuchten Tieren
war unmittelbar post operationem der Frakturspalt deutlich sichtbar. Im Heilungs-
verlauf war bei allen Tieren die Ausbildung einer Kalluswolke um die Frakturenden
abzugrenzen und eine regelrechte vergleichbare Implantatlage festzustellen. Es
zeigten sich keine Dislokationen oder Briiche des Osteosynthesematerials und
keine Osteolysen oder Infektzeichen.

e Beurteilung des Heilungsstadiums 28 Tage postoperativ

28 Tage postoperativ waren der Frakturspalt und eine periostale Kallusformation
noch deutlich in der Kontroll-, der PDLLA- und in der Simvastatin low behandelten
Gruppe abgrenzbar, wohingegen der Frakturspalt bei den Simvastatin high be-
handelten Tieren und den Tieren der Positivkontrollgruppe BMP-2 zunehmend
unschérfer sichtbar war (Abb. 20).

(5) BMP-2

Abb. 20: Exemplarische laterale Réntgenaufnahmen im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ

Unter Verwendung eines Rdntgenscores wurde das Heilungsstadium der Ver-
suchstiere in die Kategorien A bis C eingeteilt. Die Zuordnung erfolgte auf der
Grundlage des Auszahlens der Uberbriickten Cortices.

Kein Tier der Kontroll- und der PDLLA-Gruppe zeigte nach 28 Tagen eine kom-
plette Uberbriickung des Frakturspaltes (Kategorie C). In beiden Gruppen wurden
jeweils vier Falle ohne nachweisbare Konsolidierung (Kategorie A) und fanf Falle
mit nur inkompletter Uberbriickung festgestellt (Kategorie B). In der Simvastatin
low behandelten Gruppe war der Frakturspalt bei drei Tieren noch nicht Gberbrickt

Franziska Luttosch 47/90



Ergebnisse

(Kategorie A), funf Tiere waren inkomplett Uberbriickt (Kategorie B) und ein Tier
bereits ganz konsolidiert (Kategorie C). Sowohl in der Simvastatin high behandel-
ten Gruppe als auch in der Positivkontrollgruppe BMP-2 wurden jeweils zwei Falle
von kompletter Konsolidierung der Cortices festgestellt (Kategorie C), und die
tberwiegende Mehrzahl (13 Tiere) in diesen beiden Gruppen war bereits in-
komplett Gberbrickt (Kategorie B) (Tab. 5).

Tab. 5: Ergebnisse des Réntgenscores im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ

Gruppe Kategorie A Kategorie B Kategorie C
Kontrolle 4 5 0
PDLLA 4 5 0
Simva low 3 5 1
Simva high 0 7 2
BMP-2 1 6 2

3.3 Biomechanik

Im Rahmen der biomechanischen Untersuchung wurden sowohl die frakturierte
als auch die nicht gebrochene Tibia aller Tiere torsional getestet. Die Auswertung
der biomechanischen Untersuchung erfolgte anhand der Parameter maximales
Drehmoment und torsionale Steifigkeit. Daten wurden als Mittelwerte
+ Standardabweichung angegeben. Die Ergebnisse flur die frakturierte Tibia wur-
den als prozentualer Anteil zur gesunden, nicht gebrochenen Tibia in Form von
Boxplots dargestellt (Abb. 21, Abb. 22).

3.3.1 Drehmoment

28 Tage postoperativ wiesen die unbehandelten Kontrolltiere ein maximales
Drehmoment von 57,5[%] = 29,0 auf. Damit waren die frakturierten Tibiae der Kon-
trolltiere nur zirka halb so stabil wie ihre nicht frakturierten Referenztibiae. Bei ei-
nem mittleren Drehmoment von 69,0[%] £ 26,0 lagen auch die frakturierten Tibiae
der PDLLA-Gruppe unter ihren korrespondierenden gesunden Tibiae. Im Gegen-
satz dazu erzielten die frakturierten Tibiae der Simvastatin high behandelten Tiere
analog denen der Positivkontrolle BMP-2 héhere Werte als ihre nicht frakturierten
Referenztibiae (Simva high: 114,9[%] £ 38,3 und BMP-2: 124,4[%] + 41,8). Ge-
genlber den unbehandelten Kontrolltieren waren die mittleren Drehmomente die-
ser beiden Gruppen um 100% und mehr erhéht und damit statistisch signifikant
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héher als das Drehmoment der Kontrollgruppe. Das Drehmoment der Positivkon-
trolle war auch statistisch signifikant gr6Ber als das der PDLLA-Gruppe.

Das maximale Drehmoment der Simvastatin low behandelten Gruppe betrug im
Mittel 95,8[%] £ 65,2. Es war grdBer als das der Kontroll- und PDLLA-Gruppe,
aber ohne statistisch signifikante Differenzen (Abb. 21).
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Abb. 21: Maximales Drehmoment [%] zur gesunden Seite im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ
* vs. Kontrolle (p=0.002) und PDLLA (p=0.006) (nach Bonferroni-Holm-Korrektur)
# vs. Kontrolle (p=0.004) (nach Bonferroni-Holm-Korrektur)
O Extremwerte

3.3.2 Torsionale Steifigkeit

Die torsionale Steifigkeit der unbehandelten Kontrolltibiae betrug 28 Tage post-
operativ im Mittel 61,3[%] £ 35,0. Die frakturierten Tibiae zeigten eine geringere
Steifigkeit als die gesunden Referenztibiae. Auch die PDLLA-Tiere wiesen gerin-
gere Steifigkeiten der frakturierten als der nicht frakturieten Tibiae auf
(61,1[%] £ 44,5). Im Unterschied dazu erreichten wiederum die Simvastatin high
behandelten Tiere analog den Positivkontrolltieren (BMP-2) héhere Steifigkeiten
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als ihre unfrakturierten Referenztibiae (Simva high: 117,1[%] + 26,1 und BMP-2:
131,1[%] £ 37,1). Gegentber der Kontrollgruppe war die mittlere torsionale Stei-
figkeit der beiden Gruppen etwa verdoppelt. Ein statistisch signifikanter Unter-
schied gegenlber der Kontrollgruppe wurde nach Bonferroni-Holm-Korrektur le-
diglich flr die Positivkontrollgruppe bestatigt.

Flr die Simvastatin low behandelte Gruppe wurde eine mittlere torsionale Steifig-
keit von 85,0[%] £ 73,1 bestimmt, woraus sich keine statistisch signifikanten Diffe-
renzen gegenlber den anderen Gruppen ergaben (Abb. 22).

8

8

8

100

(6}
T

Torsionale Steifigkeit [%] zur intakten Seite

Kontrolle PDLLA Simva low Simva high BMP-2
3ug S0ug S0ug

Abb. 22: Torsionale Steifigkeit [%] zur gesunden Seite im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ
* vs. Kontrolle (p=0.003) (nach Bonferroni-Holm-Korrektur)
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3.4 Histologie

Die Schnittpréaparate wurden histomorphologisch bei verschiedenen VergréBerun-
gen unter dem Lichtmikroskop beurteilt und mit Hilfe der Bildanalyse quantitativ

histomorphometrisch ausgewertet.

3.4.1 Histologische Beobachtungen

Im Folgenden sind exemplarisch histologische sagittale Schnittpraparate der ein-
zelnen Gruppen 28 Tage nach Fraktur dargestellt (Abb. 23). Die Schnitte wurden
mit der Versilberung nach von Kossa und mit Methylgriin/van Gieson geféarbt. In
der Versilberung nach von Kossa wird mineralisierter Knochen schwarz, Minerali-
sationsfronten schwarz granuliert und Knorpel- sowie Bindegewebe braun geféarbt.
In der Methylgriin/van Gieson-Farbung stellt sich Knochengewebe intensiv rot,
Bindegewebe hellrot und Knorpelgewebe blaugrin dar.

Die histologischen Beobachtungen der Ubersichtsaufnahmen ergaben, dass samt-
liche Tibiae 28 Tage post operationem im Heilungsprozess waren. Es lieBen sich
in allen Gruppen Frakturspalt, Kortikalis, periostaler und endostaler Kallus sowie
Markkanal abgrenzen (Abb. 23). In jeder Gruppe zeigte sich eine deutliche Ausbil-
dung von periostalem Kallusgewebe, wohingegen der endostale Kallus durch die
intramedullar implantierten Kirschnerdrahte insgesamt gering ausgebildet, zum
Teil kaum abgrenzbar war. In allen Gruppen war zu beobachten, dass der peri-
ostale Kallus zu einer Uberbriickung des Frakturspaltes und zu einer Verbindung
der Frakturenden filhrte. Eine komplette knécherne Uberbriickung der Frakturen-
den wurde in keiner Gruppe festgestellt (Abb. 23).
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(1) Kontrolle

(2) PDLLA

(3) Simva low

(4) Simva high

(5) BMP-2

Abb. 23: Exemplarische sagittale histologische Schnittprdparate im Gruppenvergleich
28 Tage postoperativ
Ubersichtsaufnahmen, gefarbt nach von Kossa und Methylgriin/van Gieson
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In den von Kossa- und in den Methylgriin/van Gieson-Farbungen lieB sich bei ho-
herer VergréBerung die gewebliche Zusammensetzung des Frakturkallus qualitativ
differenzieren. In der von Kossa-Farbung ergab die Beurteilung des Frakturkallus
in allen Gruppen folgende Ergebnisse:

Bindegewebige Bereiche farbten sich hellbraun und waren insbesondere im Be-
reich des Frakturspaltes festzustellen. Dunkelbraun gefarbtes Knorpelgewebe bil-
dete sich vor allem im periostalen Kallus proximal und distal des Frakturspaltes
aus. Angrenzend an die knorpeligen Areale war grofBflachig neu gebildetes
Knochengewebe als schwarz gefarbte Geflechtknochentrabekel zu erkennen
(Abb. 24).

Abb. 24: Gewebezusammensetzung im Frakturkallus 28 Tage postoperativ
Exemplarisches histologisches Schnittpraparat einer Ratte der Gruppe Il 28 Tage postoperativ
BG: Bindegewebe, FS: Frakturspalt, GKNT: Geflechtknochentrabekel, KO: Kortikalis, KPG:
Knorpelgewebe, LKN: Lamellarer Knochen
AusschnittsvergrdBerung 5x, geférbt nach von Kossa

In den Methylgriin/van Gieson gefarbten Schnittpraparaten wurde die Morphologie
des Knorpel- und Knochengewebes naher betrachtet:

In den Knorpelinseln im periostalen Kallus waren massenhaft Chondrone festzu-
stellen, die die funktionelle Baueinheit des Knorpelgewebes bilden. Ein Chondron
umfasste in Gruppen zusammen gelagerte, blaugrin gefarbte knorpelbildende
Chondrozyten, die von einem dunklen Knorpelhof umgeben waren. Zwischen den
Chondronen lieB sich die schwacher angefarbte Interterritorialsubstanz erkennen
(Abb. 25.1).
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Neben der Analyse des Knorpelgewebes lie3 sich in den Methylgriin/van Gieson
gefarbten Schnittpréaparaten die Morphologie des neu gebildeten Knochengewe-
bes untersuchen. Dieses Knochengewebe entsprach Geflechtknochengewebe. Im
Vergleich zu dem lamellaren Knochengewebe der Kortikalis, dessen Lamellen
gleichmaBig langs ausgerichtet waren, stellte sich das Geflechtknochengewebe
weniger geordnet dar, und es lieB sich im Gegensatz zum Lamellenknochen eine
héhere Anzahl von Osteozyten innerhalb des Geflechtknochengewebes identifizie-
ren (Abb. 25.2).

Das aus Knorpelgewebe entstandene Geflechtknochengewebe bildete sich in An-

grenzung an die Knorpelinseln aus. Damit war 28 Tage postoperativ die Heilungs-

phase der enchondralen Ossifikation erreicht (Abb. 25.3).

4

oL X -

Abb. 25: Exemplarische histologische Schnittprdparate einer Ratte der Gruppe Il
28 Tage postoperativ
FS: Frakturspalt, GKN: Geflechtknochen, ITS: Interritorialsubstanz, KO: Kortikalis, KPG:
Knorpelgewebe, LKN: Lamellarer Knochen, OS: Osteozyten
AusschnittsvergrdoBerung 20x, gefarbt nach Methylgriin/van Gieson

Insgesamt ergab die histomorphologische Begutachtung des Frakturkallus in allen
Gruppen einen der Heilungsphase der enchondralen Ossifikation entsprechenden
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Aufbau des Frakturkallus mit regelrechter geweblicher Zusammensetzung aus
knorpeligen und knéchernen Bereichen.

In allen Gruppen zeigten sich keine hypertrophen Kallusreaktionen, keine osteoly-
tischen Veranderungen und keine Anzeichen fUr Infektionen oder andere uner-
wiinschte Wirkungen.

3.4.2 Histomorphometrie

Mittels der computergesttitzten histomorphometrischen Auswertung wurden in den
histologischen Schnittpraparaten die Regionen des Frakturkallus (periostaler und
endostaler Kallus sowie Gesamtkallus) und die Cortices sowie der Tibiadurchmes-
ser getrennt quantitativ ausgewertet. Die mittels Bildanalyse erhobenen Ergebnis-
se wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben und in tabellarischer
Form dargestellt (Tab. 6-9).

Die Tibiadurchmesser waren in allen Gruppen naherungsweise gleich (Tab. 6).

Tab. 6: Histomorphom. Ergebnisse des Tibiadurchmessers im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ

Kontrolle PDLLA Simva low Simva high BMP-2

Ti.Dm

[mm] 2,70+ 0,17 2,61 +0,29 2,64 +0,18 2,76 £ 0,15 2,61+0,17

Aufgrund der intramedullar implantierten Kirschnerdrdhte war der endostale Kallus
in allen Gruppen nur sehr gering ausgebildet, und es ergaben sich daher sehr ge-
ringe Messwerte. Flr den periostalen Kallus und den Gesamtkallus zeigten sich
deshalb auch nahezu analoge Ergebnisse (Tab. 7 und Tab. 8).

Die Flache des periostalen Kallus und des Gesamtkallus war im Gruppenvergleich
am groBten in der Simvastatin high behandelten Gruppe (Tab. 7 und Tab. 8). Die
kndchernen Flachen sowohl im periostalen als auch im Gesamtkallus waren am
gréBten in der Simvastatin high behandelten Gruppe und in der Positivkontroll-
gruppe BMP-2. In der BMP-2-Gruppe wurde im Gruppenvergleich auch der héchs-
te knécherne Anteil am Frakturkallus bestimmt (Tab. 7 und Tab. 8). Die knorpeli-
gen Flachen und die prozentualen knorpeligen Anteile am Frakturkallus waren im
Gruppenvergleich am geringsten in der Simvastatin high behandelten Gruppe und
in der Positivkontrollgruppe BMP-2, wobei sich nur in der BMP-2-Gruppe statis-
tisch signifikante Unterschiede im Gruppenvergleich darstellten (Tab. 7 und Tab.
8). Fur die Simvastatin low behandelte Gruppe wurde im Gruppenvergleich fur
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keinen der genannten Parameter deutliche Unterschiede zu den nicht behandelten
Kontrolltieren festgestellt (Tab. 7 und Tab. 8).

Der prozentuale kndcherne Anteil der Kortikalis war statistisch signifikant geringer
in der Simvastatin high behandelten Gruppe (Tab. 9).

Tab. 7: Histomorphom. Ergebnisse des periostalen Kallus im Gruppenvergleich
28 Tage postoperativ

Kontrolle PDLLA Simva low | Simva high BMP-2
P’ | 12944196 | 1261493 | 1252£344 | 1402423 | 12,11£3,59
PO O™ | 485098 | 4912201 | 472£1,15 | 514%1,75 | 461£1,16
ey | 7504080 | 7094183 | 7274183 | 8142202 | 820247
MAArCs A" | 58.58 +6,09 | 59,26  12,26| 58,70 £7,08 | 60,78 14,46 | 67,78+ 5,58
CO g T | 1022048 | 075:039 | 0814043 | 075089 | 0,23+0,20°
Cg-“{;ﬁ'c"” 707+3,08 | 555+1,20 | 6094212 | 443+441 | 1,82£1,44"

* vs. Kontrolle (p=0.002), PDLLA (p=0.002) und Simvastatin low (p=0.001)
(nach Bonferroni-Holm-Korrektur)
# vs. Kontrolle (p=0.003), PDLLA (p=0.001) und Simvastatin low (p=0.002)
(nach Bonferroni-Holm-Korrektur)

Tab. 8: Histomorphom. Ergebnisse des Gesamtkallus im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ

Kontrolle PDLLA Simva low | Simva high BMP-2
[ﬁ:#‘\:] 1532£2,11 | 15,18 £4,90 | 14,91 £4,20 | 17,20 £ 4,45 | 14,50 +3,72
M[‘:'T-":;]C' 843+087 | 800+1,91 | 8,14+217 | 928+1,86 | 9,13+2,64
Md-‘[‘{/i?"“ 5541+4,44 | 5432 +9.27 | 5524 +6,95 | 55,71 + 12,31 | 62,96 +7,67
cﬁ{x ;f' 102+048 | 0,79+039 | 084£048 | 075+0,89 | 0,23 £0,19*
Cg-'?:/i(]:"“ 6,41+283 | 519+1,15 | 577+223 | 4,09+4,24 | 1,66 & 1,24*

* vs. Kontrolle (p=0.003), PDLLA (p=0.001) und Simvastatin low (p=0.001)
(nach Bonferroni-Holm-Korrektur)
# vs. Kontrolle (p=0.003), PDLLA (p=0.000) und Simvastatin low (p=0.001)
(nach Bonferroni-Holm-Korrektur)

Tab. 9: Histomorphom. Ergebnisse der Kortikalis im Gruppenvergleich 28 Tage postoperativ

Kontrolle PDLLA Simva low | Simva high BMP-2

Md.?:/i]Ct.Ar 98,61 +0,65 | 98,02 +0,94 | 96,93 +1,77 | 97,22 +1,05* | 97,98 + 1,04

* vs. Kontrolle (p=0.004) (nach Bonferroni-Holm-Korrektur)
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4 Diskussion

Knochenheilungsstérungen sind mit den bisher etablierten Verfahren nicht immer
zufriedenstellend therapierbar. Ein vielversprechender Lésungsansatz stellt die
Applikation von heilungsstimulierenden Wirkstoffen dar. BMPs (Bone Morphoge-
netic Proteins) gelten aktuell als potenteste heilungsstimulierende Substanzen fir
die Frakturheilung. Die BMPs haben jedoch eine eingeschrankte Zulassung und
aufgrund der hohen Kosten, die unter anderem mit ihrer Herstellung verbunden
sind, kommt es nur zu einer begrenzten klinischen Anwendung. Alternativen kénn-
ten etablierte Substanzen sein, die einen pleiotropen knochenanabolen Effekt ha-
ben. Statine sind hinlanglich als cholesterinsenkende Medikamente bekannt und
ihnen werden in aktuellen Studien vermehrt knochenanabole Effekte zugeschrie-
ben. Insofern kénnten sich Statine als eine Alternative zu den bereits zugelasse-
nen kostentrachtigen BMPs herausstellen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss eines Statins, Simvastatin, unter
lokaler Freisetzung von PDLLA beschichteten Kirschnerdrédhten auf die Heilung
der Tibiafraktur zu untersuchen. Durch die Verwendung von zwei verschiedenen
Dosierungen sollten Erkenntnisse Uber eventuelle dosisabhangige Wirkungen von
Simvastatin gewonnen werden. Neben dem Vergleich zu nicht behandelten Tieren
wurden die Wirkungen auch mit denen des Wachstumsfaktors BMP-2 verglichen.
Far die Zielstellungen wurde Ratten unter standardisierten Versuchsbedingungen
die rechte Tibia und Fibula frakturiert. Die Tibiafrakturen wurden mit unbeschichte-
ten oder mit Simvastatin oder mit BMP-2 beschichteten Kirschnerdrahten intrame-
dullar stabilisiert. Zur klinischen Verlaufskontrolle erfolgten regelmaBige Korper-
gewichts- und Kérpertemperaturmessungen der Versuchstiere sowie Réntgenauf-
nahmen in konventioneller Technik. Nach einem Untersuchungszeitraum von
28 Tagen wurden die Tiere getdtet und im Anschluss radiologische, biomechani-
sche sowie histomorphologische und histomorphometrische Untersuchungen
durchgefihrt.

4.1 Ergebnisse

Die vorliegenden biomechanischen, radiologischen und histomorphometrischen
Ergebnisse lassen erkennen, dass 50 ug lokal appliziertes Simvastatin einen sti-

mulierenden Einfluss auf die Heilung der Tibiafraktur bei Ratten hat.
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Biomechanisch war ein deutlicher Einfluss durch die lokale Simvasta-
tin-Applikation festzustellen. Die Tibiae der Simvastatin high behandelten Tiere
wiesen eine nahezu doppelt so hohe torsionale Steifigkeit und ein signifikant ge-
steigertes maximales Drehmoment im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltie-
ren auf. Diese Ergebnisse sprechen flr eine gesteigerte Stabilitat der Frakturkal-
lusse der Simvastatin high behandelten Tiere, die wahrscheinlich durch eine sti-
mulierte Kallusreifung begrindet ist. Die Analyse der biomechanischen Ergebnis-
se lieB auch eine Dosisabhangigkeit der Wirkungen von Simvastatin erkennen,
denn bei den Simvastatin low (3 ug) behandelten Tieren war biomechanisch na-
hezu kein Einfluss auf die Heilung der Tibiafraktur festzustellen.

Die radiologische Auswertung mittels Réntgenscore bestatigte einen dosisabhan-
gig stimulierenden Einfluss durch lokal appliziertes Simvastatin. Die Tibiae der
Simvastatin high behandelten Tiere wiesen eine weiter fortgeschrittene Fraktur-
konsolidierung als die Tibiae der unbehandelten Kontrollgruppe auf. Diese ver-
starkte Frakturkonsolidierung spricht analog den biomechanischen Resultaten far
eine Stimulierung der Heilung durch lokal appliziertes Simvastatin high und kénnte
auf einer gesteigerten Durchbauung des Frakturkallus beruhen.

Die histomorphometrischen Ergebnisse stltzen die Hypothese einer Stimulierung
der Kallusreifung durch lokal appliziertes Simvastatin. Die Simvastatin high be-
handelten Tiere wiesen im Frakturkallus weniger Knorpel als die unbehandelten
Kontrolltiere auf, was als Ausdruck eines beschleunigten Umbaus des Frakturkal-
lus in der Heilungsphase der enchondralen Ossifikation interpretiert werden kann.
Ein moglicher Einfluss von Simvastatin auf die Kortikalismineralisierung durch lo-
kal appliziertes Simvastatin high kénnte der ermittelte Unterschied zur unbehan-
delten Kontrollgruppe sein.

Zusammenfassend lassen die gesteigerte mechanische Stabilitat, die verstarkte
Frakturkonsolidierung und der erhéhte Knorpelabbau den Schluss zu, dass der
heilungsstimulierende Einfluss von lokal appliziertem Simvastatin durch eine Sti-
mulierung der Kallusreifung realisiert wurde.

Bei der Positivkontrollgruppe BMP-2 fielen die Ergebnisse &hnlich denen der Sim-
vastatin high behandelten Gruppe aus. Die Tibiae der Positivkontrolle waren radio-
logisch weiter konsolidiert, wiesen signifikant gesteigerte mechanische Eigen-
schaften und einen signifikant verringerten Knorpelanteil im Frakturkallus auf. Far
die Positivkontrollgruppe BMP-2 wurden heilungsstimulierende Wirkungen durch
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verschiedene tierexperimentelle Studien zur Knochen- und Frakturheilung er-
schopfend belegt?'?2%¢] was zur klinischen Einfilhrung von BMP-2 fiihrte. Die
Wirkungen von Simvastatin am Knochengewebe betreffend, zeigten die Ergebnis-
se verschiedener in vitro-Studien, dass Simvastatin und andere Statine die beson-
dere Eigenschaft der Stimulation der endogenen Synthese von BMP-2 besitzen.
Statine stimulierten die Expression von BMP-2 in osteoblastaren Vorlauferzellli-
nien " sowie Osteoblasten 372, Im Verlauf der Frakturheilung werden mesen-
chymale Stammzellen angelockt, und im weiteren Voranschreiten der Heilung dif-
ferenzieren osteoblastéare Progenitorzellen zu Osteoblasten. Fir die vorliegende
Arbeit wird daher angenommen, dass die Ratten einer vermehrten endogenen
BMP-2-Synthese unter Simvastatin ausgesetzt waren und dies die Ursache fiir die
stimulierenden Wirkungen von Simvastatin auf die Heilung der Tibiafraktur war.

Der zugrunde liegende molekulare Wirkmechanismus fur die vermehrte BMP-2-
Produktion unter Statinen ist bisher nicht abschlieBend aufgeklart. Statine unter-
brechen durch Inhibition der HMG-CoA-Reduktase den zellularen Mevalonatweg
und inhibieren dadurch die Bildung von Isoprenoiden, die verschiedene Signalmo-
leklle prenylieren. Der Eingriff in den zelluldaren Mevalonatweg und die unterbun-
dene Proteinprenylierung wird als Grundlage der vermehrten BMP-2-Expression
unter Statinen vermutet %72, Die Wirkungen von Statinen auf das Knochengewe-
be werden aber modglicherweise nicht allein durch die BMP-2-Stimulation vermit-
telt. Auch die stickstofftragenden Bisphosphonate (N-BPs) interferieren mit dem
Mevalonatweg, wobei diese Substanzen primér die osteoklastédre Knochenresorp-
tion inhibieren (648 Diese Wirkung entfalten N-BPs durch eine Interaktion mit

g%l Da  sowohl

dem Mevalonatweg mehr downstream als die Statin
Bisphosphonate als auch Statine in den Mevalonatweg eingreifen, sind auch Sta-
tin vermittelte Wirkungen an knochenabbauenden Osteoklasten denkbar. In einer
in vitro-Studie von Grasser et al. wiesen die Autoren osteoklastenhemmende Wir-
kungen der Statine nach®”. Auch in einer tierexperimentellen Studie wurde nach
widersprichlichen Ergebnissen postuliert, dass Statine nicht nur auf Osteoblasten,
sondern auch auf Osteoklasten wirken ®®. Zusatzliche Wirkungen an Osteoklasten
kénnten eine mdgliche Erklarung fir die diskrete Abnahme der Kortikalisminerali-
sierung in der vorliegenden Arbeit sein. Im Kallus zeigte sich dieser Effekt jedoch
zu dem untersuchten Zeitpunkt nicht, da die Mineralisierung vergleichbar der Kon-

trollgruppe war. Aus den vorliegenden Ergebnissen ist daher in erster Linie abzu-
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leiten, dass knochenanabole Effekte die primare Hauptwirkung von Simvastatin
auf die Heilung der Tibiafraktur darstellten.

4.2 Gegenliberstellung zu anderen Untersuchungen

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Simvastatin auf die Heilung der
Tibiafraktur unter Verwendung einer lokalen Applikationsmethode untersucht. Ana-
log der vorliegenden Arbeit wurden heilungsstimulierende Wirkungen von lokal
appliziertem Simvastatin auch bereits in anderen tierexperimentellen Untersu-
chungen zur Knochen-®8#) ynd Frakturheilung ®*? beschrieben. In den bisher
verdffentlichten Studien zur Wirkung von lokal appliziertem Simvastatin auf die
Frakturheilung wurden verschiedene Héhen der Dosierung und andere Applikati-
onstechniken angewandt. Serin-Kilicoglu und Wang et al. wahlten die Methode
von Mundy et al.®® und applizierten Simvastatin per injectionem subkutan Gber
der Fraktur bei Ratten ®*°!. Serin-Kilicoglu stellte nach drei Wochen eine histolo-
gisch beschleunigte Frakturheilung der Simvastatin behandelten Tiere fest®?. In
dieser Studie war die Dosierung im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit um den
Faktor 25 oder 50 grdBer. Serin-Kilicoglu injizierte entweder 5 oder 10 mg/kg/d
Simvastatin tber fiinf Tage einmal taglich ®°. Bezogen auf eine mg/kg-Basis wur-
den in der vorliegenden Arbeit nur einmalig 0,2 mg/kg Simvastatin high appliziert.
Wird die eingesetzte Simvastatin high-Dosierung von 0,05 mg auf ein durch-
schnittliches Kérpergewicht der Ratten von 0,25kg bezogen, resultieren
0,2 mg/kg. Eine breiter angelegte Studie als die genannte von Serin-Kilicoglu fiihr-
ten Wang et al. durch und stellten eine sowohl biomechanisch als auch histo-
morphometrisch und radiologisch stimulierte Frakturheilung bei Ratten fest®".
Auch in dieser Studie war die Dosierung héher als in der vorliegenden Arbeit
(10 mg/kg/d versus 0,2 mg/kg). Neben der héheren Dosis ist die Applikationsme-
thode von Serin-Kilicoglu und Wang et al. als weniger glinstig einzuschatzen. Tag-
liche subkutane Injektionen werden nicht von allen Patienten toleriert. Sie kénnen
Schmerzen verursachen und zusatzliche Probleme wie Uberempfindlichkeitsreak-
tionen oder Infektionen an der Einstichstelle hervorrufen.

Skoglund und Aspenberg wahlten eine andere Methode zur lokalen Applikation
von Simvastatin. Mausen wurde subkutan eine Minipumpe implantiert und Sim-

vastatin kontinuierlich Gber der Fraktur freigesetzt. Unter dieser Applikationstech-
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nik erreichten Skoglund und Aspenberg eine Beschleunigung der Frakturhei-
lung 2. Uber die Pumpe wurden Uber 14 Tage alle 24 Stunden 0,1 mg/kg Sim-
vastatin freigesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden einmalig 0,2 mg/kg Sim-
vastatin in das PDLLA eingearbeitet und die gesamte Menge von den intramedul-
lar implantierten Kirschnerdréhten Gber 28 Tage lokal an der Tibiafraktur appliziert.
Auch unter Verwendung eines Pumpensystems sind analog den Arbeiten von
Wang et al. und Serin-Kilicoglu Risiken wie Infektionen und Uberempfindlichkeits-
reaktionen nicht auszuschlieBen. Darlber hinaus birgt dieses System zusétzliche
Probleme wie das Verstopfen der zufihrenden Kanullen und die mdgliche sekun-
dare Dislokation der Pumpe. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass
nicht alle Patienten die Implantation eines Pumpensystems zur Frakturbehandlung
tolerieren wirden. Die Applikation von heilungsstimulierenden Substanzen mittels
Injektionstechniken oder Minipumpen ist zudem nur unzureichend steuerbar. Es
besteht das Risiko, dass die Substanzen unkontrolliert vom Wirkort abdiffundieren.
Dadurch sind zuséatzliche systemische Nebenwirkungen nicht auszuschlieBen.

In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit zeigten die bisher publizierten
tierexperimentellen Studien, dass Statine bei lokaler Applikation die Frakturheilung
stimulieren ®>%2 Aber sie verwendeten fiir den spéateren klinischen Einsatz weni-
ger komfortable Applikationsmethoden und/oder sehr hohe Dosierungen. Diese
waren nicht nur héher als in der vorliegenden Arbeit, sondern Gbertrafen auch die
Standardhumandosis zur Therapie der Hypercholesterindmie (20-40 mg/d Sim-
vastatin) . Die Gabe von 20 mg Simvastatin entspricht bei einem 70 kg schwe-
ren Menschen einer Dosis von 0,29 mg/kg/d. In der vorliegenden Arbeit wurde im
Vergleich zu den publizierten tierexperimentellen Studien eine effektive Dosisre-
duktion erreicht. Sie lag unter der Humandosis, und in dieser Dosierung waren
auch heilungsstimulierende Wirkungen von Simvastatin festzustellen.

Neben der in der vorliegenden Arbeit angewandten Methode der lokalen Applikati-
on wurden Statinwirkungen auf das Knochengewebe auch unter systemischer Ap-
plikation untersucht. Skoglund et al. induzierten Mausen eine Femurfraktur, fltter-
ten sie mit Simvastatin in einer Dosis von 120 mg/kg/d und ermittelten gesteigerte
mechanische Eigenschaften der Simvastatin behandelten Tiere .. Von Knoch et
al. zeigten mit dieser Applikationsform und Dosierung auch eine gesteigerte Kno-
chenneubildung in einem Osteolysemodell der Maus!'°%. Die eingesetzte Dosis
von 120 mg/kg/d war um ein Vielfaches héher als in der vorliegenden Arbeit und
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wirde einer Humandosis von 8.400 mg/d (versus 20-40 mg/d Standarddosis) ent-
sprechen. Eine solche Dosierung kénnte lebensbedrohliche Nebenwirkungen wie
Leberversagen, Rhabdomyolyse oder Nierenversagen zur Folge haben. Im Ge-
gensatz zu Skoglund et al. und von Knoch et al. sind die Ergebnisse anderer Stu-
dien unter oral-systemischer Statinapplikation nicht immer einheitlich "°®¢l. Diese
Studien untersuchten die Wirkung von Statinen an intaktem Knochengewebe unter
der Fragestellung eines moglichen Einsatzes von Statinen in der Osteoporosethe-
rapie und untersuchten dafiir den Einfluss von Statinen auf die Knochendichte so-
wie auf das Frakturrisiko von Patienten. Die Datenlage zur Knochendichte stellt
sich nicht immer einheitlich dar. Es wurden sowohl positive Effekte "®’") als auch
eine fehlende Korrelation zwischen Statineinnahme und Héhe der Knochendichte
festgestellt ¥*%®1 wahrend eine groBe Metaanalyse aus dem Jahr 2007 wiederum
eine signifikant héhere Knochendichte bei Patienten unter Statintherapie nach-
wies "8, Die publizierten Studien zum Einfluss von Statinen auf das Frakturrisiko
beschrieben in der Mehrzahl einen protektiven Effekt von Statinen %2 wahrend
zwei Metaanalysen zu gegensitzlichen Schlussfolgerungen kamen!'°"'%? Die
Interpretation der Daten zur Knochendichte und zum Frakturrisiko wird aber durch
eine Reihe von Einflussfaktoren erschwert. Die eingeschlossenen Probanden un-
terschieden sich in Alter, Geschlecht, Kérpergewicht, allgemeinen Risikofaktoren
wie Alkohol- und Nikotinabusus und Begleiterkrankungen. Zudem waren die Beo-
bachtungszeitrdume verschieden lang gewahlt. Deshalb sind Erkenntnisse Uber
einen eventuell zeitabhangigen knochenanabolen Effekt der Statine aus diesen
Studien nur schwer abzuleiten. Neben der heterogenen Studienpopulation und
den unterschiedlich langen Beobachtungszeitrdumen kénnte auch die Wahl des
eingesetzten Statins Grundlage der widersprichlichen Ergebnisse sein. Fir Pra-
vastatin wurde im Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Sim-
vastatin kein BMP stimulierender Effekt in vitro nachgewiesen "%l Eine wesentli-
che Limitation aller publizierten Studien ist das heterogene Design. Die Uberwie-
gende Mehrzahl war nicht kontrolliert prospektiv randomisiert. Weil auch groBe
Metaanalysen nur unbefriedigend zur Klarung knochenanaboler Effekte von Stati-
nen beitragen, fihrten Patil et al. die erste prospektiv randomisierte, placebo-
kontrollierte Studie zum Einfluss von Simvastatin auf die Frakturheilung und auf
die Knochendichte durch. 62 Patienten mit distaler Radiusfraktur erhielten entwe-
der 20 mg/d Simvastatin oral oder Placebo. Nach 12 Wochen wurde fir beide
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Gruppen weder ein Unterschied im radiologisch fassbaren Heilungsgrad noch in
der Héhe der Knochendichte oder der Knochenmarker festgestellt!'®. Hinsichtlich
moglicher Auswirkungen auf die Knochendichte ist aber der Studienzeitraum zu
kurz und die Studienpopulation insgesamt zu klein gewahlt, um einen Zusammen-
hang zwischen Statineinnahme und Frakturheilung sicher beurteilen zu kénnen.
Entgegen der vorliegenden Arbeit konnten Patil et al. demnach keine stimulieren-
den Wirkungen von Simvastatin auf die Frakturheilung nachweisen. Auch die an-
deren klinischen Studien tragen durch ihr heterogenes Design und ihre vielféltigen
Limitationen nur unbefriedigend zur Klarung Knochen wirksamer Statineffekte bei.
Die bisher veréffentlichen klinischen Studien stehen damit im Widerspruch zu den
vorliegenden Ergebnissen und zu Ergebnissen aus in vitro- sowie in vivo-
Untersuchungen. Diese belegten, dass Statine knochenanabol
sind [2372.74.7587.89.1001 pje Statine wurden in allen klinischen Untersuchungen nur
oral/systemisch verabreicht, wahrend Simvastatin in der vorliegenden Arbeit lokal
an der Tibiafraktur appliziert wurde. Zudem wurden die Statine in den klinischen
Studien nur in Dosierungen verabreicht, welche flr die cholesterinsenkende Wir-
kung klinisch etabliert sind. Mdglicherweise ist eine Steigerung der Dosierung
notwendig, um unter systemischer Applikation Wirkungen auf das Knochengewe-
be zu erzielen. Diese Hypothese wird durch die genannte tierexperimentelle Un-
tersuchung von Skoglund et al. gestitzt, die wie bereits an anderer Stelle erlautert,
unter einer exzessiv hohen systemischen Dosis von Simvastatin eine beschleunig-
te Frakturheilung bei Mausen beobachteten ®. Es l4sst sich demnach vermuten,
dass insbesondere Dosierung und Applikationsform der Statine Grundlage der
nicht einheitlichen Ergebnisse der klinischen Studien sind. Eine wahrscheinliche
Begriindung ist der First-pass-Effekt der Statine. Statine wurden fir ihre Hauptwir-
kung als Cholesterinsenker als selektiv im Hepatozyten wirkende Substanzen
entwickelt. Deshalb unterliegen sie bei oraler Applikation einer hohen préasystemi-
schen Elimination, so dass weniger als 5% die systemische Zirkulation errei-
chen®!. Die Bedeutung des First-pass-Effekts erkannten Gutierrez et al. und ap-
plizierten Statine transdermal, wodurch sie die Frakturheilung bei Ratten stimulie-
ren konnten'®!. In einem anderen Versuch mit der gleichen Applikationstechnik
wurde die Knochenneubildung bei Ratten um 150% gesteigert. In dieser Studie
konnten Gutierrez et al. zudem nachweisen, dass die Konzentration an Statin im

Blut nach transdermaler Applikation wesentlich langer persistierte als nach oraler
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Statingabe ®”!. Sowohl klinische als auch experimentelle Daten weisen demnach
darauf hin, dass die systemische Applikation von Statinen maBgeblich durch den
First-pass-Effekt beeinflusst wird. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten stimu-
lierenden Wirkungen von Simvastatin auf die Heilung der Tibiafraktur stiitzen die
Hypothese, dass es flr die Nutzbarmachung knochenanaboler Statineffekte not-
wendig ist, Statine lokal am Wirkort zu applizieren, um durch Umgehung des Sta-
tin spezifischen First-pass-Effekts eine hohe Verfligbarkeit im Knochengewebe zu

erreichen.

4.3 Poly [D,L-Laktid]-Beschichtung

Um eine hohe lokale Konzentration an Simvastatin direkt am Knochengewebe, an
der Fraktur, zu gewahrleisten und gleichzeitig eine frakturferne, unkontrollierte
Freisetzung auszuschlieBen, wurde Simvastatin in der vorliegenden Arbeit in das
Tragermaterial PDLLA eingearbeitet. In PDLLA eingearbeitet, wurde Simvastatin
auf Titankirschnerdrahte aufgetragen und von diesen Uber den Behandlungszeit-
raum von 28 Tagen direkt an der Tibiafraktur freigesetzt.

An Tragermaterialien werden grundsatzlich verschiedene Anforderungen gestellt.
Bedeutsam ist die kontrolliert gleichmaBige Freisetzung der eingearbeiteten Sub-
stanzen Uber den gesamten Heilungszeitraum. Durch PDLLA wird diese Anforde-
rung gut erfllt. In PDLLA eingearbeitete Wirksubstanzen unterliegen nach einem
initialen Peak innerhalb von 48 Stunden einer kontinuierlichen Freisetzung Uber
sechs Wochen®®. Neben der kontrollierten Freisetzung ist es auch wichtig, dass
Tragermaterialen mechanischen Belastungen standhalten, die bei der operativen
Insertion von Osteosynthesematerialen entstehen. Diese Anforderung wird von
der PDLLA-Beschichtung ebenfalls erfillt. In vitro- und in vivo-Untersuchungen
zeigten, dass es dem Abrieb bei einem Verlust von nur finf Prozent an Beschich-
tungsmaterial sehr gut standhélt!®®. Neben kontrollierter Freisetzung und hoher
mechanischer Stabilitat dirfen Tragermaterialien die Wirksamkeit der eingearbei-
teten Substanzen nicht beeintrachtigen und selbst keine Nebenwirkungen hervor-
rufen. Verschiedene Autoren haben Tragermaterialien fir Statine beschrieben.
Bisher wurden Kollagenschwamme 8889 Methylzellulosegel "% und Kalziumsul-
fat['"”! erprobt. Bei allen drei Tragermaterialien wurde unter dem Einfluss von Sta-
tinen eine vermehrte Knochenneubildung festgestellt. Sowohl unter dem Einsatz

Franziska Luttosch 64/ 90



Diskussion

von Methylzellulose als auch Kalziumsulfat traten aber deutliche inflammatorische
Reaktionen auf. In der vorliegenden Arbeit waren weder klinisch noch histologisch,
radiologisch oder biomechanisch Anzeichen fur negative Wirkungen der Beschich-
tung festzustellen. Auch in anderen Studien unter Einsatz der PDLLA-
Beschichtung traten zu keiner Zeit Anzeichen fur Fremdkérperreaktionen oder an-
dere Nebenwirkungen auf!'®?"°% Dije Risiken systemischer oder lokaler Neben-
wirkungen sind bei der Verwendung von PDLLA deshalb stark reduziert, weil es
einem vollstandig biologischen Abbau durch Hydrolyse unterliegt. So kénnen lang-
fristig keine potenziell schadlichen Metabolite in der Zirkulation persistieren.

Die genannten Vorteile der PDLLA-Beschichtung begriinden ihre bereits erfolgrei-

che klinische Anwendung zur Antibiotikaprophylaxe 1%,

4.4 Tiermodell

Far die Bewertung des Einflusses von Simvastatin auf die Heilung von Frakturen
ist neben der geeigneten Applikationstechnik und Dosierung ein standardisiertes
Tiermodell notwendig. Nur so kann der Effekt von Simvastatin auf die Heilung si-
cher eingeschéatzt werden. Als Versuchstiere wurden in der vorliegenden Arbeit
adulte, weibliche Spraque Dawley Ratten verwendet. Ratten wurden bereits mehr-
fach als Versuchstiere in experimentellen Untersuchungen zur Frakturheilung ge-
nutzt. Deshalb liegen hinreichende Daten vor, die einen aussageféhigen Vergleich

18.21,22.50.9091.103 ' Fraglich bleibt, inwieweit Ergebnisse aus tierexperi-

erméglichen'!
mentellen Untersuchungen auf den Menschen extrapoliert werden kdénnen. Dies
ist mit Ratten teilweise mdglich. Unter anderem stellte Thomas Einhorn fest, dass
Ratten eine dem Menschen verwandte Frakturheilung aufweisen, die aber rascher
erfolgt "%,

Neben der geeigneten Versuchstierart muss in Studien zum Einfluss von Wirksub-
stanzen auf die Frakturheilung eine standardisierte Frakturinduktion erfolgen. In
anderen tierexperimentellen Untersuchungen zur Wirkung von Simvastatin auf die
Frakturheilung wurden die Frakturen mit Zangen®*%! oder rein manuell indu-

ziert %

. Bei beiden Methoden sind die geforderten standardisierten Frakturen
kaum zu erzielen. Standardisierte Frakturen sind aber neben der geeigneten Ver-
suchstierart die wesentliche Voraussetzung, um auf der Grundlage eines ver-

gleichbaren Kollektivs den Einfluss der eingesetzten Wirksubstanz sicher beurtei-
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len zu kénnen. Daflr wurde in der vorliegenden Arbeit das von Schmidmaier et al.
entwickelte Frakturmodell verwendet!®¥. In der vorliegenden Arbeit wurde in 91%
der Falle der geforderte Frakturtyp AO 42-A2/A3 induziert, wahrend nur in neun
Prozent der Falle der Frakturtyp AO 42-B erzeugt wurde. In flinf Prozent der Félle
wurde eine komplizierte Mehrfragmentfraktiur festgestellt. Diese Tiere erflllten
nicht die Versuchskriterien und wurden daher von der Studie ausgeschlossen.

In einer Untersuchung zur Wirkung von Lovastatin auf die Frakturheilung verwen-
dete eine Arbeitsgruppe das von Bonnarens und Einhorn entwickelte Frakturmo-
dell['%!. Nach Bonnarens und Einhorn wird zuerst ein Steinmann-Pin retrograd in

19 Dieses

das Rattenfemur eingebracht und nachfolgend die Fraktur gesetzt!
Modell ist den Verfahren mit Zangen oder manueller Fraktursetzung vorzuziehen,
denn analog dem Modell von Schmidmaier et al. werden standardisierte Frakturen
erzeugt. Die Vorgehensweise der sekundaren Frakturinduktion birgt aber das Risi-
ko, den implantierten Steinmann-Pin zu beschadigen. Dies kénnte eine Fehlstel-
lung der Frakturenden und eine Beeintrachtigung der Heilung zur Folge haben.
Das von Schmidmaier et al. entwickelte Frakturmodell eliminiert die Schwachen
des Modells von Bonnarens und Einhorn. Um das Risiko der Fehlheilung durch ein
beschadigtes Implantat auszuschlieBen, erfolgt zuerst die Frakturinduktion und

danach wird die Tibia intramedullar mittels Kirschnerdraht stabilisiert.

4.5 Simvastatin versus BMP-2

In der vorliegenden Arbeit sollte neben der Untersuchung des Einflusses von Sim-
vastatin auf die Heilung der Tibiafraktur auch ein Vergleich mit den Wirkungen des
gut erforschten, heilungsstimulierenden Wachstumsfaktors BMP-2 durchgeflhrt
werden. Simvastatin ist ein Vertreter der Statine, die bisher als cholesterinsenken-
de Medikamente verwendet werden. Gleichzeitig besitzen Simvastatin und andere
Statine die besondere Eigenschaft der Entfaltung pleiotroper knochenanaboler
Effekte, indem sie die BMP-2-Synthese in Osteoblasten stimulieren ?*"2, Deshalb
stellt sich die Frage, ob die Anwendung von Simvastatin in einer Dosierung von
50 ug vergleichbare Effekte auf die Heilung der Tibiafraktur hat wie 50 ug exogen
appliziertes BMP-2. Die Dosierung von 50 pg hatte sich in einer anderen tierexpe-
rimentellen Studie als optimal fir BMP-2 zur Stimulierung der Frakturheilung bei

Ratten erwiesen?". Wie nicht anders zu erwarten, waren analog dieser Studie
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heilungsstimulierende Effekte von BMP-2 in der vorliegenden Arbeit festzustellen.
Im direkten Vergleich zwischen den Simvastatin high und den BMP-2 behandelten
Tieren war festzustellen, dass die Simvastatin behandelten Tiere in Teilen, insge-
samt aber nicht ganz der gleichen Heilungsstimulierung wie BMP-2 behandelte
Tiere unterlagen. Dies deutet darauf hin, dass die BMP-2 behandelten Tiere weiter
in ihrer Heilung vorangeschritten waren. Eine mdgliche Ursache kénnte darin be-
stehen, dass BMP-2 bei Anwendung von Simvastatin zuerst tber einen bestimm-
ten Zeitraum endogen produziert werden muss. Bei exogener Applikation von
BMP-2 liegt es unmittelbar nach Frakturstabilisierung vor. Dieser Hypothese
scheinen die Ergebnisse aus der Dissertation von Herrn Dr. med. Moritz Morawski
zu entsprechen. Im Rahmen des gemeinsamen Versuchsvorhabens untersuchte
Herr Dr. med. Moritz Morawski den Einfluss von Simvastatin von PDLLA beschich-
teten Kirschnerdrahten auf die Frakturheilung bei Ratten nach 42 Tagen. Nach
diesem langeren Untersuchungszeitraum waren biomechanisch, radiologisch und
histologisch-histomorphometrisch starkere stimulierende Wirkungen von 50ug lo-
kal appliziertem Simvastatin nachweisbar. Die stimulierenden Wirkungen von Sim-
vastatin high hatten sich denen von BMP-2 angeglichen. Bemerkenswerterweise
schienen die Simvastatin high behandelten Tiere einem schnelleren Remodeling
unterworfen zu sein als die BMP-Tiere. Zusatzlich war nach 42 Tagen keine ab-
nehmende Kortikalismineralisierung mehr festzustellen. Heilungsstimulierende
Wirkungen von Simvastatin scheinen demnach tber einen langeren Behandlungs-
zeitraum zuzunehmen. Aus dieser Beobachtung ergibt sich die Frage nach zeitab-
hangigen Wirkungen von Simvastatin auf die Frakturheilung. Zur Beantwortung
dieser Frage ist es wichtig, den Zeitpunkt der erstmals einsetzenden BMP-2-
Expression unter Statinen zu ermitteln. Bisherige Arbeiten liefern hierzu nur indi-
rekte Anhaltspunkte. Von Mundy et al. wurden knochenanabole Wirkungen durch
Statine bereits nach fiinf Tagen beschrieben ?®,. Wang et al. sowie Skoglund und
Aspenberg ermittelten stimulierende Wirkungen auf die Frakturheilung nach
zwei %2l und Serin- Klicoglu nach drei Wochen ®%. Diese tierexperimentellen Un-
tersuchungen deuten auf eine frih einsetzende Expression von BMP-2 unter Sta-
tinen hin. Es lasst sich aber nicht ableiten, wie die BMP-2-Synthese Uber die ge-
samte Heilung verlauft. Die vorliegenden Ergebnisse im Vergleich zu den Ergeb-
nissen nach 42 Tagen (nicht Teil dieser Dissertation) machen aber eine zeitab-
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héangig heilungsstimulierende Wirkung von Simvastatin auf die Frakturheilung sehr
wahrscheinlich.

Der Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit den Ergebnissen nach 42 Tagen
(nicht Teil dieser Dissertation) fiihrt zu folgenden abschlieBenden Schlussfolge-

rungen:

1. Das Statin Simvastatin stimuliert die Heilung der Tibiafraktur bei Ratten.

2. Die Einarbeitung von Simvastatin in eine PDLLA-Beschichtung ist eine ef-
fektive Methode, um die knochenanabolen Wirkungen der Statine flr die
Frakturheilung nutzbar zu machen.

3. Die heilungsstimulierenden Wirkungen von Simvastatin unterliegen einer
zeitabhangigen Wirkungsbeziehung.

4. Simvastatin fihrt bei identischer Dosierung nach einem langeren Behand-
lungszeitraum als in der vorliegenden Arbeit zu gleichen heilungsstimulie-
renden Effekten wie der etablierte Wachstumsfaktor BMP-2.

5. Die im Abschnitt 1.6.2 der vorliegenden Arbeit formulierte Hypothese lasst
sich bestatigen. Das Statin Simvastatin hat unter lokaler Freisetzung von
Poly[D,L-Laktid] beschichteten Kirschnerdrahten einen dosisabhangig sti-
mulierenden Einfluss auf die Heilung der Tibiafraktur von Ratten.

4.6 Ausblick

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation hat das bisher klinisch vor-
nehmlich als cholesterinsenkendes Medikament bekannte Statin Simvastatin ei-
nen stimulierenden Einfluss auf die Heilung der Tibiafraktur bei Ratten. Win-
schenswert waren deshalb weiterflhrende Untersuchungen an Ratten unter-
schiedlichen Geschlechts und Alters sowie an GroBtieren, um diese Wirkung bei
verschiedenen Kollektiven Uberzeugend zu bestatigen und damit ein neues Indika-
tionsfeld fUr Statine zu eréffnen.

Die Dissertation wirft folgende Fragen auf, fir die bis dato keine schllssigen Ant-

worten zur Verfligung stehen:

1. Wann setzt die Heilungsstimulierung unter Simvastatin und anderen Stati-

nen ein und wie ist die Kinetik Gber den Heilungsverlauf?
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2. Entfalten Statine neben ihren besonderen pleiotropen Effekten auch Wir-

kungen auf Osteoklasten in vivo?

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen sollten weiterfihrende immunhistoche-
mische und in vitro-Untersuchungen erfolgen.

Die in dieser Dissertation vorgestellte Technik der Beschichtung von Osteosynthe-
sesystemen hat sich als eine effektive Applikationsmethode fir das Statin Sim-
vastatin erwiesen. Mit dieser Applikationstechnik kénnten die Statine auch beim
Menschen angewendet werden, denn sie ist sehr komfortabel fir Patienten. Zu-
satzliche Eingriffe zur Applikation der Wirksubstanzen sind nicht mehr notwendig.
Die Beschichtung von Osteosynthesesystemen mit heilungsstimulierenden Sub-
stanzen ermdglicht eine effektive Beeinflussung von Knochenheilungsstérungen,
wodurch die Morbiditat komplexer operativer Eingriffe reduziert wird.

Die besondere Eigenschaft von Statinen, die BMP-2-Synthese zu stimulieren,
stellt eine neue Moglichkeit zur pharmakologischen Beeinflussung von Knochen-
und Frakturheilungsstérungen dar. Die Statine werden seit vielen Jahren erfolg-
reich als Cholesterinsenker eingesetzt. Mégliche Nebenwirkungen dieser Medika-
mentengruppe sind hinlanglich bekannt, insofern stellen sie eine vielversprechen-
de Alternative zu den bereits zugelassenen, aber kostenintensiven BMPs fir die
erfolgreiche Beeinflussung von Knochenheilungsstérungen dar.

Um die BMP stimulierenden Wirkungen von Simvastatin und anderen Statinen
noch gezielter zur positiven Beeinflussung der Knochen- und Frakturheilung nutz-
bar machen zu kdnnen, sollte die Entwicklung von knochenspezifischen Statinen

durch die traumatologisch-orthopadische Forschung vorangetrieben werden.

Franziska Luttosch 69/ 90



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Knochen- und Frakturheilungsstérungen verursachen trotz moderner Behand-
lungstechniken oft lange Leidenswege und groBe Einschrédnkungen der Lebens-
qualitdt betroffener Patienten. Deshalb ist es ein Ziel der traumatologisch-
orthopadischen Forschung, durch neue Therapien Knochenheilungsstérungen
erfolgreich zu beeinflussen. Heute stellt die therapeutische Applikation von
Wachstumsfaktoren eine Mdglichkeit der positiven Beeinflussung von Knochenhei-
lungsstérungen dar. BMP-2 und BMP-7 sind gegenwartig die effektivsten Wachs-
tumsfaktoren und mit eingeschrankter Indikation flr die Behandlung von Knochen-
und Frakturheilungsstérungen bereits zugelassen. Als negative Begleiterschei-
nungen gelten hohe Kosten und die noch nicht endgtiltig beantwortete Frage nach
den Nebenwirkungen.

In verschiedenen experimentellen und klinischen Untersuchungen konnte nach-
gewiesen werden, dass die erfolgreich als Cholesterinsenker eingesetzten Statine
die besondere Eigenschaft der Entfaltung pleiotroper Effekte besitzen. Im
Knochengewebe stimulieren Statine die BMP-2-Synthese in Osteoblasten. Die
Nutzbarmachung dieser Wirkung fur die Knochen- und Frakturheilung wére tber-
aus positiv, denn durch die Stimulierung der BMP-2-Produktion kdnnte auf die
exogene Applikation von BMP-2 verzichtet werden. Daran anknUpfend war die
Zielstellung dieser Dissertation, den Einfluss der lokalen Applikation eines Statins,
Simvastatin, auf die Heilung der Tibiafraktur im Fraktumodell der Ratte zu unter-
suchen. Zur Dosisfindung wurde eine niedrige (3 pg) und eine hohe Dosierung
Simvastatin high (50 ug) eingesetzt. Parallel erfolgte der Vergleich sowohl mit ei-
ner unbeeinflussten als auch mit einer durch den Wachstumsfaktor BMP-2 (50 ug)
beeinflussten Heilung. Fir die Methode der lokalen Applikation wurde das Tra-
germaterial PDLLA ausgewahlt und die zu implantierenden Kirschnerdrahte mit
PDLLA und Simvastatin oder mit BMP-2 beschichtet. Die Kirschnerdréhte dienten
so neben der Frakturstabilisierung auch als Wirkstoffapplikatoren. Nach standardi-
sierter Fraktur der Tibia erfolgte die Frakturversorgung entweder mit unbeschichte-
ten, mit Simvastatin oder mit BMP-2 beschichteten intramedullaren Kirschnerdrah-
ten. Nach einem Untersuchungszeitraum von 28 Tagen erfolgte die Tétung der
Tiere, danach die radiologischen, biomechanischen sowie histomorphologischen
und histomorphometrischen Untersuchungen.
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Die biomechanische Auswertung zeigte eine nahezu doppelt so hohe torsionale
Steifigkeit und ein signifikant gesteigertes maximales Drehmoment der mit 50 ug
Simvastatin high behandelten Tiere gegeniber den nicht behandelten Kontrolltie-
ren. Die radiologische Auswertung mittels Réntgenscore ergab eine weiter fortge-
schrittene Frakturkonsolidierung der Simvastatin high behandelten Tiere im Ver-
gleich zu den nicht behandelten Tieren. Histomorphometrisch waren ein reduzier-
ter Knorpelanteil und eine signifikant verringerte Kortikalismineralisierung der Sim-
vastatin high behandelten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren festzustellen.
Nahezu kein Einfluss auf die Heilung zeigte sich bei den Tieren mit der geringen
Dosierung von 3 pg Simvastatin. Fir die Positivkontrollgruppe BMP-2 wurden sig-
nifikant gesteigerte biomechanische Eigenschaften, eine radiologisch verstarkte
Frakturkonsolidierung und ein histomorphometrisch signifikant verringerter Knor-
pelanteil im Frakturkallus ermittelt.

Die Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass das Statin Simvastatin bei
lokaler Applikation von PDLLA beschichteten Kirschnerdrahten einen dosisabhan-
gig stimulierenden Einfluss auf die Heilung der Tibiafraktur bei Ratten hat und
dass die heilungsstimulierenden Wirkungen von Simvastatin im Vergleich zu dem
intensiv erforschten Wachstumsfaktor BMP-2 spater einsetzen.

Statine kénnen die Synthese von BMP-2 stimulieren. Sie haben sich in jahrelanger
klinischer Praxis als nebenwirkungsarm und gut vertraglich erwiesen. Im Vergleich
zu den kostenaufwandigen BMPs scheint der Einsatz von Statinen fir die positive
Beeinflussung der Knochenheilung sinnvoll. Im Ergebnis weiterfiihrender Untersu-
chungen kdénnten sie die kostentrachtigen BMPs unter Umstanden ablésen.

Die Technik der Beschichtung von Osteosynthesesysthemen mit dem Tragermate-
rial PDLLA erwies sich in dieser Dissertation als effektive Applikationsmethode fir
Simvastatin. Mit der Beschichtung von Osteosynthesesystemen sind vielféltige
Vorteile verbunden, deshalb sollte sie auch bei einer méglichen Anwendung von

Statinen beim Menschen zum Einsatz kommen.
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