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5 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Es konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass Rapamycin und andere
Immunsuppressiva negativ in den Knochenstoffwechsel eingreifen. Aufgrund einer
steigenden Anzahl an Patienten, die nach Organtransplantationen eine immunsuppressive
Therapie mit Rapamycin erhalten, wird auch die Héufigkeit an Frakturen unter Rapamycin-
Behandlung steigen. Vor diesem Hintergrund wurde die hier vorgestellte Studie konzipiert,

um erstmals den Einfluss von Rapamycin auf die Knochenbruchheilung zu untersuchen.

Die durchgefiihrten tierexperimentellen Untersuchungen sollten die Frage beantworten,
inwieweit ein Unterschied in der Frakturheilung zwischen Rapamycin-behandelten und
unbehandelten Mausen besteht. Bislang war dabei vollig unbekannt, ob Rapamycin die

Frakturheilung hemmt, unbeeinflusst 1dsst oder gar fordert.

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene haarlose Mause (SKH1-hr), da fiir diese Spezies
bereits ein geeignetes und standardisiertes Frakturmodell existierte. Nach geschlossener
Femurfrakturierung und —stabilisierung wurde den Versuchstieren (n = 69) tiglich Rapamycin
(n = 35) bzw. als Kontrolle die entsprechende Trigersubstanz (n = 34) intraperitoneal
appliziert. Nach zweiwdchiger bzw. fiinfwochiger Frakturheilung wurden die Versuchstiere
durch eine Uberdosis Phenobarbital getdtet, um die Knochen fiir die weitere radiologische,
biomechanische, histomorphometrische und proteinbiochemische Auswertung zu resezieren

und zu préparieren.

Die radiologische Auswertung diente der quantitativen Analyse des Kallusdurchmessers
sowie der Fliche des periostalen Frakturkallus. Als Zielparameter wurden der
Kallusdurchmesser in Relation zum Femurdurchmesser in Hohe des Frakturspaltes sowie die

periostale Kallusfldche in Relation zur Femurfldache bestimmt.

Die biomechanische Rotationstestung diente der Evaluierung der Stabilitit des Frakturkallus.
Als Zielparameter wurden der maximale Torsionswinkel und das maximale Drehmoment bei
Versagen des Knochens sowie die Torsionssteifigkeit der Knochen bestimmt und in Relation

zu den jeweiligen Werten der unfrakturierten kontralateralen Femora quantifiziert.
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Die Histomorphometrie diente der quantitativen Analyse der Fliache sowie der
Gewebezusammensetzung des Frakturkallus. Hierzu wurden im Bereich des maximalen
Kallusdurchmessers sagittale longitudinale Schnittpraparate angefertigt und nach der Masson-
Goldner-Methode gefarbt. Als Zielparameter wurden die Kallusfliche in Relation zum
Femurdurchmesser sowie der relative Anteil an Knochen, Knorpel und Bindegewebe am

Gesamtkallus quantifiziert.

Die Western-Blot-Analyse diente dem semiquantitativen Nachweis des Proliferationsmarkers

PCNA sowie des angiogenen und osteogenen Wachstumsfaktors VEGF im Frakturkallus.

Nach der Auswertung der radiologischen, biomechanischen, histomorphometrischen und

proteinbiochemischen Analysen fanden sich folgende Ergebnisse:

L. Die radiologischen, histomorphometrischen und biomechanischen Untersuchungen
ergaben fiir alle Versuchstiere beider Versuchsgruppen nach fiinf Wochen eine
fortgeschrittene Knochenbruchheilung im Vergleich zu den ersten zwei Wochen
nach Frakturierung. Dies zeigte sich radiologisch und histomorphometrisch in
einer fortgeschrittenen Verknocherung sowie biomechanisch in einer hdéheren

Torsionssteifigkeit des Frakturkallus.

II. In den radiologischen Untersuchungen zeigten sich nach zweiwochiger
Frakturheilung der Kallusdurchmesser sowie die Fliche des periostalen
Frakturkallus unter Rapamycin-Behandlung im Vergleich zu den Kontroll-Tieren
signifikant vermindert. Nach fiinf Wochen hingegen glichen sich die Ergebnisse
zwischen den beiden Versuchsgruppen an, so dass zu diesem Zeitpunkt keine

signifikanten Unterschiede mehr nachgewiesen werden konnten.

III. In den biomechanischen Untersuchungen konnte nach zweiwdchiger
Frakturheilung eine signifikant geringere Torsionssteifigkeit des Frakturkallus
unter Rapamycin-Behandlung gegeniiber den Kontroll-Tieren aufgezeigt werden.

Auch hier glichen sich die Ergebnisse nach fiinf Wochen an.

IV.  Die histomorphometrischen Untersuchungen ergaben nach zweiwochiger

Frakturheilung unter Rapamycin-Behandlung im Vergleich zu den Kontroll-Tieren



7 Zusammenfassung

eine signifikant verminderte Kallusfliche verbunden mit einem signifikant
geringeren knochernen Kallusanteil. Nach fiinf Wochen waren korrelierend mit
den radiologischen Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden Versuchsgruppen nachweisbar.

V. Die  Western-Blot-Analyse zeigte nach zweiwdchiger Frakturheilung unter
Rapamycin-Behandlung im  Vergleich zu den Kontroll-Tieren eine

Minderexpression sowohl von PCNA als auch von VEGF.

VI.  Die Ergebnisse der unterschiedlichen Untersuchungsmethoden korrelierten, so
dass die gewihlten Methoden als geeignet im Hinblick auf die Untersuchung der

Fragestellung angesehen werden konnen.

Zusammenfassend konnte in der hier vorgestellten Studie erstmals eine massive
Beeintrachtigung der frithen Knochenbruchheilung durch das Immunsuppressivum
Rapamycin aufgezeigt werden. Diese ungiinstige Wirkung von Rapamycin sollte bei der

Behandlung von Patienten mit Knochenbriichen beachtet werden.

1.2 Summary

Numerous studies have shown that rapamycin and other immunosuppressants affect bone
metabolism. Because a growing number of patients is treated by immunosuppressants after
organ transplantation, there will be an increase in the number of fractures under rapamycin
treatment. On this background the herein introduced study was conducted to analyze the

effects of rapamycin on fracture healing.

The aim of the study was to evaluate, if there is a difference in the course of fracture healing
between rapamycin-treated and vehicle-treated mice. So far, there is a complete lack of

information on whether rapamycin is affecting bone repair.

We used adult hairless mice (SKH1-hr), because a standardized fracture model is already
available for this species. After the production and stabilization of a closed femur fracture,
mice (n = 69) were treated by a daily i.p. injection of rapamycin (n = 35) or the according

vehicle (n = 34). After two and five weeks of fracture healing the animals were sacrificed
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using phenobarbital to prepare the femora for radiological, biomechanical, histomorphometric

and western blot analysis.

The radiological analysis was used to evaluate the callus diameter and the area of the

periosteal callus in relation to the diameter of the femur.

The biomechanical analysis was conducted to evaluate the torsional stability of the fracture
callus. The following biomechanical parameters of the fractured femora were calculated and
given in percent of the corresponding unfractured contralateral femora: peak torque at failure,

peak rotation angle at failure and torsional stiffness.

Histomorphometry was applied to analyze the area and the tissue composition of the callus.
We stained longitudinal sections of the callus according to the trichrome method and
calculated the total callus area in relation to femoral bone diameter at the fracture gap as well
as the bone callus area, the cartilaginous callus area and the fibrous callus area in relation to

total callus area.

To evaluate cell proliferation within the callus, western blot analysis of PCNA expression was
performed after two weeks of fracture healing. In addition, the expression of the angiogenic

and osteogenic growth factor VEGF was evaluated by western blot analysis.

The radiological, biomechanical, histomorphometric and western blot analyses revealed the

following results:

L. Radiological, biomechanical and histomorphometric analyses showed for all
animals a progressive fracture healing after five weeks in relation to the first two
weeks after fracture. This was indicated by a progressive ossification as well as by

an increased torsional stiffness of the fracture callus.

II. Two weeks after fracture the radiological analysis showed an almost complete lack
of callus formation in the rapamycin-treated animals. However, the difference in
callus formation between the two groups observed at two weeks had disappeared

by five weeks.
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I11. After two weeks of fracture healing the torsional stiffness of the fracture callus
was significantly decreased under rapamycin treatment. At five weeks after

fracture no significant differences could be detected between both study groups.

IV.  The results of the histomorphometric analysis showed a significantly decreased
callus size in rapamycin-treated animals at two weeks when compared with
vehicle-treated controls. In addition, bone formation in the callus was found
reduced. After five weeks callus was composed mainly of bone without significant

differences between rapamycin-treated animals and vehicle-treated controls.

V. The western blot analysis revealed a reduced expression of both PCNA and VEGF
at two weeks in rapamycin-treated animals when compared to vehicle-treated

controls.

VI.  The results of the different analysis methods correlated, so that the chosen
methods are supposed to be appropriate tools to study the effect of rapamycin on

fracture healing.

In conclusion, we demonstrated that rapamycin leads to a severe alteration of early fracture
healing. Considering the increasing administration of rapamycin in transplant and cancer
patients, these detrimental effects of rapamycin should be kept in mind when treating patients

with bone fractures.
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2 Einleitung

2.1 Knochen

2.1.1 Morphologie

Knochen werden anhand ihrer Form unterschieden in:
- lange Knochen
- kurze Knochen

- platte Knochen

Fiir die vorliegende Arbeit wurden lange Knochen, die auch Réhrenknochen genannt werden,

untersucht.

An Rohrenknochen werden drei Bereiche unterschieden:
- die langliche, schaftformige Diaphyse
- die beiden Epiphysen an den Knochenenden

- die zwischen Diaphyse und Epiphysen gelegenen Metaphysen

In der vorliegenden Arbeit diente die Diaphyse als Frakturlokalisation.

2.1.2 Histologie

Histologisch gliedert sich der Knochen in:

- eine duflere Substantia compacta (Kompakta), bestehend aus kortikalem Knochen
- eine innere Substantia spongiosa (Spongiosa), bestehend aus trabekuldrem

Knochen

Die dicht gebaute Kompakta (Kortikalis) setzt sich beim Menschen aus Osteonen bzw. dem

Havers-System zusammen. Hierbei handelt es sich um eine etwa 250 um x 1-5 cm grof3e
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funktionelle Einheit aus 2-3 um dicken Knochenlamellen (Havers-Lamellen oder
Speziallamellen), die konzentrisch um den Zentralkanal (Havers-Kanal) geschichtet sind. Die
im Zentralkanal laufenden BlutgefiBle (Havers-Gefédlle) sind {iber seitliche Verzweigungen,
die so genannten Volkmann-Kanile, miteinander verbunden. Neben GefdBen enthilt der
Zentralkanal Bindegewebe und vegetative Nerven. Zwischen den Osteonen befinden sich die
Schaltlamellen, Reststiicke von alten, teilweise abgebauten Havers-Systemen. Die dufleren an
das Periost angrenzenden Lamellen werden als duflere Generallamellen, die inneren an die
Spongiosa angrenzenden Lamellen als innere Generallamellen bezeichnet (Junqueira et al.,

2004).

Die Maus besitzt im Gegensatz zum Menschen eine recht primitive Knochenstruktur ohne
Havers-System. Der Knochenumbau nach einer Knochenverletzung erfolgt liber so genannte
Resorptionshohlen. Diese entstehen in der Nihe der Fraktur und fiillen sich dann im Laufe der

Frakturheilung mit Osteoblasten auf (Nunamaker, 1998).

Mit Ausnahme der knorpeligen Gelenkfldchen wird die Kortikalis von Periost iiberzogen. Das

Periost wird funktionell in zwei unterschiedliche Schichten unterteilt:

- Stratum fibrosum

- Stratum osteogenicum

Das Stratum fibrosum ist durch Kollagenfaserbiindel (Sharpey-Fasern) mit der Kortikalis teils
fest, teils locker verbunden. Am Ansatz der Sehnen und Bénder wird die Zugbelastung auf
den Knochen verringert, indem die Kollagenfasern der Sehnen und Bénder in das Stratum
fibrosum einstrahlen und somit die Zugkrifte auf eine grofere Ansatzfliche verteilen

(Schiebler & Schmidt, 2003).

Das auch als Kambiumschicht bezeichnete Stratum osteogenicum enthilt kleine Geféfle und
Kapillaren, die die Volkmann- und Havers-Gefale der Kompakta versorgen und somit die
Erndhrung der Knochensubstanz ermdglichen. AuBBerdem fiihrt sie sensible Nervenfasern, die
die Schmerzempfindungen im Bereich des Periosts hervorrufen. Des Weiteren trigt das
Stratum osteogenicum zur Neubildung von Knochensubstanz bei, so dass hier eine
Differenzierung der Osteoblasten wahrend des Knochenwachstums stattfindet. Die

Osteoblastendifferenzierung nimmt nach Abschluss des physiologischen Knochenwachstums
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ab, setzt allerdings erneut im Rahmen der Frakturheilung ein (periostale Knochenneubildung)

(Schiebler & Schmidt, 2003).

Die Spongiosa ist aus einem komplexen System aus Knochenbdlkchen und Knochenplatten
aufgebaut und beherbergt in ihren Zwischenrdumen das Knochenmark (Junqueira et al.,

2004).

Das Knochenmark wird wéhrend der Embryogenese zundchst als so genanntes rotes
blutbildendes Mark angelegt, in dem sich ab dem 5.-6. Fetalmonat die Hidmatopoese etabliert.
Wihrend primér das Knochenmark aller Knochen an der Blutneubildung beteiligt ist, wird in
den langen Knochen das rote Mark ab dem vollendeten ersten Lebensjahr zunehmend von
gelbem Fettmark ersetzt. Somit beschrinkt sich die Blutbildung im hoéheren Lebensalter
weitestgehend auf die kurzen und platten Knochen. Im Bedarfsfall (chronische Hypoxie und

Andmie) ist eine Umkehr dieser Entwicklung moglich (Boecker et al., 2004).

Histologisch besteht das Knochenmark aus hématopoetischen Zellen, Stroma und
BlutgefiaBBen. Das Stroma enthdlt zudem Retikulozyten, Lipozyten und Osteoblasten. Die von
den Retikulozyten gebildete Matrix bindet hdmatopoetische Wachstumsfaktoren und
Interleukine und prisentiert sie in biologisch aktiver Form den h@matopoetischen Zellen

(Boecker et al., 2004).

Man unterscheidet zwei verschiedene Arten von Knochengewebe:

- QGeflecht- oder Faserknochen

- Lamellenknochen

Bei jeder Knochenneubildung entsteht zundchst Geflechtknochen, der sich im weiteren

Verlauf zu Lamellenknochen umdifferenziert (Junqueira et al., 2004).

Im Vergleich zu Lamellenknochen weist Geflechtknochen, dessen Kollagenfaserbiindel
unregelméBig in der Grundsubstanz verlaufen, einen groBeren Zellreichtum, eine diffuse
Verteilung der Osteozyten und weniger anorganische Bestandteile auf. Wihrend
Lamellenknochen entlang mechanischer Kraftlinien wéchst, erfolgt das Wachstum des

Geflechtknochens entlang der Kapillaren (Junqueira et al., 2004).
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Lamellen beschreiben 3-7 um dicke Knochenschichten aus Osteozyten und parallel
verlaufenden, schraubenférmig angeordneten Kollagenfasern. Dieses Bauprinzip dient der
Modellierung von Zug- und Druckbelastungen auf den Knochen (Bucher & Wartenberg,
1997).

Zwischen zwei Lamellen liegen in den Knochenhdhlen (Lacunae osseae) die Osteozyten. Von
den Lakunen ziehen radidr Knochenkandlchen (Caniculi ossei) mit eingeschlossenen
Osteozytenfortsdtzen zu benachbarten Osteonen und stellen so eine Verbindung zum Havers-

Kanal her (Junqueira et al., 2004).

Neben den Osteozyten enthélt der Knochen mesenchymale Vorlduferzellen, Osteoblasten und
Osteoklasten. Die Vorlduferzellen, die an der inneren und dufleren Knochenoberfliche sowie
in den Havers-Kanilen liegen, verwandeln sich bei entsprechender -hauptsidchlich
hormoneller- Stimulation in Osteoblasten (Junqueira et al., 2004). An der Oberfldche der
Knochenbilkchen wird von den Osteoblasten neue Knochengrundsubstanz gebildet und im
weiteren Verlauf mit Hilfe der alkalischen Phosphatase mineralisiert (beim Menschen in der

Spongiosa nach etwa 25, in der Kortikalis nach etwa 35 Tagen).

Inaktive Osteoblasten liegen  der Knochenoberfliche auf und werden in diesem
Zusammenhang auch Belegzellen (lining cells) genannt. Die Osteoblasten wandeln sich in
Osteozyten um, nachdem sie vollstindig von neu produziertem Osteoid umschlossen wurden

(Junqueira et al., 2004).

Osteoklasten entwickeln sich im Gegensatz zu den iibrigen Knochenzellen, die
mesenchymalen Ursprungs sind, aus hdmatopoetischen Vorlduferzellen. Sie dienen in Form
von mehrkernigen Riesenzellen dem Abbau mineralisierter Knochengrundsubstanz.
Osteoklasten liegen in Vertiefungen an der Knochenoberfldche (Howship-Lakunen) oder in
der Kortikalis, in der sie Gefdllkandle fiir neue Osteonen formen. So baut ein Osteoklast
dieselbe Menge an Knochen ab, die 100-150 Osteoblasten zeitgleich produzieren (Junqueira
et al., 2004).

Die Interzellularsubstanz (Knochengrundsubstanz) besteht zu 65 % aus anorganischen und zu
35 % aus organischen Komponenten. Die anorganische Knochengrundsubstanz setzt sich vor

allem aus Knochenmineralien wie Calciumphosphaten und Calciumcarbonaten zusammen.
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Die organische Matrix unterteilt sich zu ca. 90 % in Kollagen und zu 10 % in nicht-kollagene

Proteine und Lipide (Junqueira et al., 2004).

2.1.3 Physiologie

Die Hauptaufgaben des Knochens sind:

- Stutzfunktion
- Strukturfunktion
- Mobilitatsfunktion

- Calctumhomoostase

Unabdingbare Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung dieser Funktionen sind sich stindig
wiederholende Formations- und Resorptionsvorgéinge, die durch die folgenden Abldufe

gekennzeichnet sind:

- Wachstum
- Modeling

- Remodeling

Das Knochenwachstum findet an den Epiphysenfugen statt und fiihrt vor allem zu einem

Langenzuwachs sowie zu einer Zunahme der Knochenmasse an sich (Junqueira et al., 2004).

Die Fiahigkeit des Knochens, auf spezifische mechanische Erfordernisse mit gezielten
Formverénderungen zu reagieren, bezeichnet man als Modeling. Diese Fahigkeit ist besonders
wiahrend der Wachstumsphase ausgepridgt und nimmt mit zunehmendem Alter stark ab

(Fleisch, 1997).

Remodeling beschreibt dynamische Umbauprozesse im Knochen, die belastungsunabhéngig
sind und somit auch zu keiner Zunahme an Knochenvolumen fiithren. Ziel dieses Vorganges,
der ein Leben lang abléuft, ist unter anderem die Reparatur von Mikrofrakturen. Unter
Coupling versteht man das stindige Gleichgewicht von Knochenresorption und neuem
Knochenanbau. Die dazugehodrige morphologische Struktur wird als bone remodeling unit

(BRU) bezeichnet (Fleisch, 1997).
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2.2 Frakturheilung

2.2.1 Primare Frakturheilung

Unter primérer Frakturheilung versteht man die Vereinigung von Frakturfragmenten unter
Umgehung einer dufleren Kallusmanschette. In Abhédngigkeit von der absoluten
Frakturspaltweite (beim Menschen groBer oder kleiner als 0,2 mm) unterscheidet man

Kontaktheilung und Spaltheilung.

Im Rahmen der Kontaktheilung erfolgt die Knochenregeneration durch longitudinal
einwachsende Osteone. Dabei ,,bohren” Osteoklasten einen so genannten Resorptionskanal in
die Kortikalis des gegeniiberliegenden Fragmentes und ebnen somit den Weg fiir
Osteoblasten, welche konsekutiv im Zuge der Wiederauffiillung des Resorptionskanals
Lamellenknochen bilden. Auf diesem Wege werden die Knochenfragmente direkt

miteinander vereinigt (Rueter et al., 2003).

Im Rahmen der Spaltheilung wird der Frakturspalt innerhalb von 3-4 Wochen zunéchst mit
Geflechtknochen aufgefiillt. AnschlieBend wird in einer zweiten Phase das neu gebildete
Knochengeflecht zu Lamellenknochen, der parallel zur Schaftachse ausgerichtet ist, umgebaut

(Rueter et al., 2003).

Vorraussetzung flir eine primdre Frakturheilung ist eine ausreichende Vaskularitit sowie eine
mechanische Frakturstabilitdt. Das medulldre GefdBlsystem wird dabei innerhalb weniger
Tage im Sinne einer Kapillaraussprossung wiederhergestellt. Dies wird im Allgemeinen nur
nach einer anatomischen Frakturreposition und Stabilisierung mittels Osteosynthese erreicht

(Rueter et al., 2003).

Ob unter oben genannten Voraussetzungen an der Maus ebenfalls eine primére
Knochenbruchheilung moglich ist, ist bislang nicht bekannt. Bis dato angewandte
Frakturmodelle an der Maus fithren zu einer sekundédren Frakturheilung (Hiltunen et al.,

1993b; Manigrasso & O'Connor, 2004).
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2.2.2 Sekundare Frakturheilung

Die Mehrzahl der Frakturen heilt durch eine sekundére Frakturheilung aus. Diese Art der
Frakturheilung erfolgt immer dann, wenn keine anatomische Reposition der
Knochenfragmente erreicht wird. Die sekundédre Knochenbruchheilung ldsst sich in fiinf, sich

teilweise iiberlappende, Phasen gliedern:

- Frakturphase

- Entziindungsphase

- Granulationsphase

- Phase der Kallushirtung

- Phase des Modeling und Remodeling

Die Frakturphase erstreckt sich vom Einsetzen einer Gewalteinwirkung auf den Knochen und
das ihn umgebende Weichteilgewebe bis zu dem Augenblick, in dem die gesamte Kraft durch
den brechenden Knochen und das umliegende Gewebe aufgehoben wird. Dieser Vorgang
verletzt Kortikalis, Spongiosa, Knochenmark, Periost und in unterschiedlichem Ausmal
angrenzende Weichteile und fiihrt so zu einem H&matom im Frakturbereich (Rueter et al.,

2003).

Unmittelbar im  Anschluss an die Frakturphase setzt eine {iberschieBende
Kapillaraussprossung sowie eine Kaskade der Proliferation, Migration und Differenzierung
von liberwiegend pluripotenten Stammzellen, polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und Mastzellen ein. Die Rolle der Mastzellen ist bisher nicht eindeutig geklart,
es wird aber vermutet, dass sie liber die Ausschiittung von Heparin und heparindhnlichen
Substanzen die lokale Vaskularisation und Zellmigration beeinflussen. Verschiedene Studien
propagieren zudem, dass die aus dem hédmatopoetischen System stammenden Mastzellen als
Vorlauferzellen der Osteoklasten angesehen werden konnen (Boyle et al., 2003; Rueter et al.,

2003; Teitelbaum & Ross, 2003).

In dieser frithen Phase der Frakturheilung scheint die Angiogenese eine wichtige Rolle fiir die
Zellmigration und Zellnutriation zu spielen. Zudem wird diskutiert, dass mesenchymale
Vorlduferzellen direkt dem einsprieBenden GefdBendothel entstammen (Tremain et al., 2001).

Die gesteigerte Gewebsperfusion wéhrend der Entziindungsphase erfolgt unter einer so
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genannten ,,Flussumkehr*. Unter physiologischen Bedingungen wird die Kortikalis
zentrifugal, das hei3t zu etwa zwei Drittel iiber die MarkraumgefiBle erndhrt. Nach
Frakturierung wird die Kortikalis dagegen hauptsdchlich {iber die periostalen Gefille
perfundiert. Beim Menschen erreicht die Durchblutung in der zweiten Woche nach dem

Trauma ein Maximum mit Werten um das Sechsfache der Norm (Rueter et al., 2003).

Zwischen der Kambiumschicht des Periosts (s.0.) und der Knochenoberfliche liegen so
genannte Spindelzellen. Morphologisch sind Spindelzellen von Fibroblasten nicht zu
unterscheiden. Da aus Spindelzellen allerdings Osteoblasten hervorgehen kdnnen, werden sie

auch Osteoprogenitorzellen genannt (Rueter et al., 2003).

Nach 2-3 Tagen ist die Entziindungsphase abgeklungen. Das Hématom, in dem sich bereits
ein lichtes Netz von Fibrin und Kollagenfibrillen nachweisen ldsst, wird rasch durch
Granulationsgewebe bestehend aus Lymphozyten, Fibroblasten, neu gebildetem Kollagen und
zahlreichen Kapillaren ersetzt. In unmittelbarer Nachbarschaft zu Fibroblasten finden sich
innerhalb von Kollagenfibrillen bereits in diesem frithen Stadium der Frakturheilung
Mineraldepots. Der so genannte weiche Kallus wird durch erste Granulationsgewebsbriicken
zwischen den Knochenfragmenten gebildet. In dieser Phase beginnt auch der Abbau der
abgestorbenen Fragmentenden durch Osteoklasten. Aus mesenchymalen Vorlduferzellen
differenzieren Chondroblasten, wihrend subperiostal eine direkte Knochenneubildung durch
Osteoblasten einsetzt (desmale Ossifikation oder ,,primére Kallusreaktion®) (Rueter et al.,

2003).

Zur gleichen Zeit wandert ein so genanntes Blastem aus dem Markraum in das
Frakturhdmatom ein und fiillt den Frakturspalt als medulldrer Kallus. Beim Menschen sind
nach etwa 3-4 Wochen die Fragmente durch Bindegewebe und Knorpel weich miteinander
verbunden (Rueter et al., 2003). An der Maus ist dieses Stadium der Frakturheilung bereits
nach 10-14 Tagen zu beobachten (Manigrasso & O'Connor, 2004).

Durch die zunehmende Mineralisation der Grundsubstanz ,hartet der Kallus aus®“. Die
Mitochondrien hypertrophierter Chondrozyten liefern das hierfiir notwendige Calcium. Im
Gegensatz zu reifem Lamellenknochen verlduft der entstehende Geflechtknochen
(enchondrale Ossifikation) nicht entlang mechanischer Belastungslinien, sondern entlang

neuer Kapillarsprosse (s.0.). Zeitgleich erfolgt frakturspaltfern eine periostale
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Osteoblastenproliferation und somit eine Ablagerung von Geflechtknochen zwischen der

Diaphysenoberfldche und dem Periost (Rueter et al., 2003).

Auch wihrend der Frakturheilung ist fiir den Abbau des nekrotischen Knochens sowie fiir den
Umbau des mineralisierten Knorpels in Knochen die so genannte BRU verantwortlich (s.o.).
Zusammengefasst wird calcificierter Knorpel durch Osteoklasten resorbiert und durch

osteoblastér gebildeten Geflechtknochen ersetzt (Rueter et al., 2003).

Der im Rahmen der Kallusbildung entstandene Geflechtknochen wird entsprechend seiner
mechanischen Belastung in lamelldren Knochen umgewandelt (Modeling). Den Abschluss der
Knochenbruchheilung stellt die Wiederherstellung der normalen Knochenkontur sowie des

urspriinglichen Markraums dar (Remodeling) (Rueter et al., 2003).

2.3 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Das EinsprieBen neuer BlutgefiBe ist fiir die Weiterdifferenzierung mesenchymaler Zellen zu
Chondrozyten wihrend der sekundiren Frakturheilung (enchondrale Ossifikation) von grof3er
Bedeutung (Caplan, 1990). Als Schliisselmolekiil fiir die Angiogenese im Rahmen der
sekundéren Frakturheilung konnte der so genannte vascular endothelial growth factor (VEGF)
identifiziert werden (Brighton & Hunt, 1997; Ferguson et al., 1999). Uberdies hinaus scheint
VEGF auch die Formierung und Mineralisierung neuen Knochens direkt zu beeinflussen

(Geiger et al., 2005).

VEGF wurde erstmals 1983 von Senger et. al. isoliert und als vascular permeability factor
(VPF) publiziert (Senger et al., 1983). In den Folgejahren wurde VEGF als einer der
wichtigsten Uberlebens- und Wachstumsfaktoren des GefdBendothels durch verschiedene
Arbeitsgruppen charakterisiert (Ferrara & Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989; Tischer
et al., 1989). Bis heute konnten zahlreiche Untertypen des VEGF, wie etwa VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, FIGF (c-fos-induced growth factor) oder PIGF (placental growth factor) 1, 2 und
3 identifiziert werden (Plate & Warnke, 1997). Thre genaue Funktion wurde in diversen
Studien untersucht (Joukov et al., 1997; Jussila & Alitalo, 2002; Schoppmann et al., 2002).
Grundsétzlich besitzen aber alle Mitglieder der VEGF-Familie die Fahigkeit, Endothelzellen

zu stimulieren (Nicosia, 1998).
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Beim Menschen entstehen durch alternatives Splicen des VEGF-Genes fiinf verschiedene
Isoformen (Ferrara & Keyt, 1997; Houck et al., 1991). Sie werden nach der Linge ihrer
Aminosdureketten charakterisiert (VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 und
VEGF206) und haben folglich auch unterschiedliche Eigenschaften. Die kiirzeren Formen
VEGF121, VEGF145 und VEGF165 sind weitgehend frei diffundierend und weisen ein sehr
hohes angiogenes Potential auf. Im Gegensatz dazu haben VEGF189 und VEGF206 eine sehr
viel stirkere Affinitdt zu Molekiilkomplexen aus Kohlenhydraten und Proteinen der
Zelloberfliche und der extrazelluliren Matrix (Heparin-Sulfat-enthaltende Proteoglykane),
diffundieren aber entsprechend schlechter und besitzen ein geringeres angiogenes Potential
(Weindel et al., 1992). Grundsétzlich produzieren die meisten Zellen verschiedene VEGF-
Isoformen gleichzeitig, wihrend der Frakturheilung sind jedoch die Splicevarianten

VEGF121 und VEGF189 vorherrschend (Petersen et al., 2001).

VEGF-Zell-Rezeptoren konnten erstmals 1990 identifiziert und charakterisiert werden
(Vaisman et al., 1990). Es handelt sich hierbei um intrazellulire membranstindige
Rezeptoren. VEGF-Rezeptoren gehdren der Untergruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren an.
Es werden drei Subtypen unterschieden: VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase 1 [flt-1])
(Deckers et al., 2000), VEGFR-2 (fetal liver kinase 1 [flk-1]) (Tischer et al., 1989; Yang &
Cepko, 1996) und VEGFR-3 (fms-like tyrosine kinase 4 [flt-4]) (Jussila et al., 1998).
VEGF121 und VEGF165 werden von VEGFR-1, VEGF145 zusitzlich von VEGFR-2
gebunden (Neufeld et al., 1999).

VEGF-Rezeptoren werden sowohl von Endothelzellen als auch von unterschiedlichen
anderen Zelltypen wie etwa Trophoblasten (Charnock-Jones et al., 1994), Monozyten
(Barleon et al., 1996), Lymphgefa3-Zellen (Jussila et al., 1998), renalen Mesangiumzellen
(Takahashi et al., 1995), hidmatopoetischen Stammzellen (Katoh et al., 1995),
Megakaryozyten, retinalen Vorlduferzellen (Chavakis et al., 2002) Tumorzellen, Osteoblasten
und Chondrozyten (Pufe et al., 2002) exprimiert.

VEGF ist ein essentieller Wachstumsfaktor im Rahmen der Organogenese des
kardiovaskuldren Systems (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). Im adulten
Lebensalter spielt VEGF eine wichtige Rolle wéhrend physiologischer Reproduktions- und
Regenerationsprozessen wie etwa dem weiblichen Ovarialzyklus (Lee et al., 1997; Torry et
al., 1996) oder im Rahmen der Wund- und Frakturheilung (Ferrara, 1999). Eine vermehrte

Expression von VEGF konnte aber auch im Rahmen von pathologischen Prozessen wie etwa
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der diabetischen Retinopathie (Chavakis et al., 2002), der altersbedingten
Makuladegeneration, der rheumatischen Arthritis (Pufe et al., 2001) und vor allem der
Tumorgenese (Kakeji et al., 2002; Paydas et al., 2002; Restucci et al., 2002) nachgewiesen
werden. Uber eine Stimulation der NO-Synthase in Endothelzellen scheint VEGF zudem eine
Gefalidilatation im Rahmen der physiologischen Herz-Kreislauf-Regulation zu bewirken

(Yang et al., 1996).

Wiéhrend  VEGF  maligeblich  an  verschiedenen = Reparationsprozessen  der
Knochenbruchheilung beteiligt ist (Ferguson et al., 1999), lisst es sich im unfrakturierten
Knochen nicht nachweisen (Pufe et al., 2002). So ist VEGF in der frilhen Phase der
Frakturheilung vor allem fiir die Revaskularisierung des Frakturareals verantwortlich. Zu
diesem Zeitpunkt wird VEGF primir von Thrombozyten innerhalb des Frakturhdmatoms
exprimiert (Maloney et al., 1998). EinsprieBende Endothelzellen sowie migrierende
Entziindungszellen wie Granulozyten, Makrophagen und Monozyten produzieren konsekutiv
Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth factor) (Baird et al., 1985), PDGF (platelet
derived growth factor) (Shimokado et al., 1985), TGF-B (transforming growth factor-beta)
(Saadeh et al., 1999) sowie Interleukin 1 und 6 (Einhorn et al., 1995), welche ihrerseits
wiederum die Produktion von VEGF stimulieren (Bolander, 1992) und damit erneut
Entziindungszellen anlocken (Einhorn et al., 1995). Uberdies hinaus wird die Expression und
Freisetzung von VEGF durch BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) (Bouletreau et al.,
2002) und Prostaglandine (Saadeh et al., 2000) stimuliert.

Im weiteren Verlauf der Frakturheilung vermittelt VEGF die Proliferation und
Differenzierung von Fibroblasten, Osteoblasten und Chondroblasten aus mesenchymalen
Vorlauferzellen (Gerber & Ferrara, 2000; Harada et al., 1995; Carlevaro et al., 2000).
Osteoblasten und Chondroblasten sezernieren im reifen Zustand selber VEGF und stimulieren
dabei ihrerseits die umgebenden Zellen (Carlevaro et al., 2000). Wéhrend in ruhenden und
proliferierenden Knorpelzellen kein VEGF gebildet wird (Harper & Klagsbrun, 1999), nimmt
die VEGF-Produktion sowie Gefdafineubildung mit dem Grad der Chondrozytenhypertrophie
zu. Zeitgleich sprieBen vom Knochen ausgehende Blutgefafle in den avaskuldren Knorpel ein.
Chondroklasten, die vermutlich aus einwachsenden Gefdflsprossen migrieren, bauen
Knorpelmatrix ab und ermdglichen dadurch die Formierung neuen Geflechtknochens

(Carlevaro et al., 2000; Gerber et al., 1999; Harper & Klagsbrun, 1999).
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In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung des VEGF-
Rezeptors VEGFR-3 zu einer deutlichen Volumenminderung des kndchernen Kallus fiihrt
(Street et al., 2002). Im Gegensatz dazu vermittelt die exogene Gabe von VEGF eine
gesteigerte Osteoblastenaktivitit und Kallusvaskularisierung (Geiger et al., 2005).

2.4 Frakturmodelle

Obwohl in der Vergangenheit zahlreiche Erkenntnisse {iber die Physiologie der
Knochenbruchheilung durch klinische Studien am Menschen sowie durch in-vitro-Studien
gewonnen werden konnten, sind bis heute Tiermodelle essentieller Bestandteil der
Frakturheilungsforschung. In diesem Zusammenhang wurden zahlreiche Frakturmodelle an
verschiedenen Sdugetier- und Vogelarten entwickelt. In Abhédngigkeit von der jeweiligen
Fragestellung der Studie wurden Spezies unterschiedlichster Grole und Anatomie von
Kleinnagetieren wie der Maus (Hiltunen et al., 1993b) bis hin zu Groftiersdugern wie etwa
dem Schaf (Cheal et al.,, 1991; Kirker-Head et al., 1995) als Versuchstiere gewéhlt.
Konsekutiv sollten Unterschiede in der Anatomie der Spezies sowie der entsprechenden
Biologie der Knochenbruchheilung in dem Aufbau der Experimente und in der Interpretation
der Ergebnisse Beachtung finden, da eine Ubertragbarkeit der Studie auf den Menschen

immer diskutiert werden muss (Rhinelander, 1974).

Seitens der Anatomie haben kleine Nagetiere wie Méuse und Ratten den Nachteil, dass sie
eine recht primitive Knochenstruktur ohne Havers-System aufweisen. Kleine Nagetiere
benutzen fiir das Remodeling im Rahmen der Knochenbruchheilung Resorptionshéhlen, die
sich in der Ndhe der Fraktur bilden und sich in spiteren Stadien der Knochenbruchheilung mit
Osteoblasten auffiillen. Obwohl dieser Vorgang dem Remodeling bei vorhandenem Havers-
System sehr dhnlich ist, ist iiber die Relevanz dieser biologischen Unterschiede noch wenig
bekannt. Entsprechend konnen kleine Nagetiere nicht fiir Studien verwendet werden, die die
Form, die Funktion und die Beschaffenheit des Havers-Systems untersuchen. Phylogenetisch
tritt das Havers-System erst bei Kaninchen auf, wenn auch hier mit anatomischen

Unterschieden zum Havers-System des Menschen (Nunamaker, 1998).

Trotz groBer Ahnlichkeiten im Genom der verschiedenen Siugetiere werden bestimmte Gene
in Abhdngigkeit von der jeweiligen Spezies zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert. In

tierexperimentellen Studien sollten daher Spezies-abhdngige Unterschiede in der zeitlichen
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Expression von Zytokinen stets Beachtung finden. Entsprechend ist die Dosierung sowie der
Applikationszeitpunkt von Zytokinen im Rahmen tierexperimenteller Studien immer zu

diskutieren (Nunamaker, 1998).

Ein weiteres wichtiges Kriterium in der Auswahl eines entsprechenden Tiermodelles liegt in
der unterschiedlichen Response verschiedener Spezies auf Medikamente. So weisen
verschiedene Tierarten ein vollig unterschiedliches Metabolisierungspotential bestimmter
Wirkstoffe auf. Dies fiihrt zu differenten Effekten der Medikamente auf den Organismus der
jeweiligen Spezies und erfordert somit auch eine Anpassung der Applikationsdosis. Ein
Beispiel hierfiir ist die toxische Wirkung von nichtsteroidalen Antiphlogistika auf Katzen und

Hunde (Herrgesell, 1967; Jones et al., 1992).

Des Weiteren ist bekannt, dass das Alter der Versuchstiere einen entscheidenden Einfluss auf
die Frakturheilung nimmt. So weist etwa ein juveniler Knochen einen schnelleren
Heilungsablauf auf, als ein seniler Knochen (Lu et al., 2005; Rossant & Nagy, 1995). Als
Hinweis auf ein abgeschlossenes Knochenwachstum sollte ein Schluss der Wachstumsfuge

radiologisch nachweisbar sein (Nunamaker, 1998).

2.4.1 Maus

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden zahlreiche Tiermodelle fiir die Reproduktion
physiologischer und pathologischer Prozesse wihrend der Frakturheilung entwickelt.
Wiéhrend primédr Groftiermodelle zur Untersuchung der Knochenbruchheilung benutzt
wurden, haben sich in jiingerer Vergangenheit zunehmend Kleintiermodelle vor allem an der
Maus etabliert. Aufgrund der geringen Kosten fiir die Beschaffung, Zucht und Haltung dieser
Spezies sind groe Versuchsgruppen gut realisierbar. Das Genom der Maus ist in seiner
Gesamtheit  entschliisselt, was einen enormen Vorteil in der Durchfiihrung
molekularbiologischer Studien darstellt. Konsekutiv existiert fiir keine andere Spezies ein
derart grofes Spektrum verfligbarer transgener Stimme sowie spezifischer Antikorper
(Rossant & Nagy, 1995). Wie oben bereits erwéhnt besitzt die Maus —wie auch die Ratte— im
Gegensatz zu grofleren Tieren eine recht primitive Knochenstruktur ohne Havers-System.
Diese anatomische Besonderheit sollte im Hinblick auf die Ubertragbarkeit von Ergebnissen
auf den Menschen stets beachtet werden. Eine gro3e Herausforderung in der Entwicklung von

Frakturmodellen an der Maus stellt die diffizile Anatomie dieser Spezies dar. So verlangt die
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Frakturierung und osteosynthetische Stabilisierung eines Mausefemurs mit einer Ldnge von
etwa 15 mm und einem Durchmesser von etwa 1,5 mm ein hohes Mal} technischen und

operativen Geschicks (Holstein et al., 2007a).

In den bis dato publizierten Frakturmodellen an der Maus wurde die Knochenbruchheilung
vor allem an der Rippe, der Tibia sowie dem Femur untersucht (Bourque et al., 1992;
Hiltunen et al., 1993b; Holstein et al., 2007a, Nakase et al., 1994; Manigrasso & O'Connor,
2004).

Frakturmodelle an Rippen eignen sich aufgrund der ungiinstigen Anatomie nicht fiir
biomechanische  Testmethoden und wurden daher fast ausschlieBlich fiir
Genexpressionsanalysen wéhrend der Frakturheilung angewandt (Ito et al., 1999; Nakase et

al., 1994; Yamagiwa et al., 1999).

Im Gegensatz zur Rippe eignen sich die Tibia sowie das Femur gut fiir biomechanische
Testungen. Die anatomischen Vorteile des Médusefemurs gegeniiber der Tibia liegen in einem
einheitlichen runden Querschnitt bei guter Weichteildeckung (Cheung et al., 2003).
Grundsitzlich wird bei Tibia- und Femurfrakturmodellen an Maus und Ratte zwischen
geschlossener und offener Frakturierung unterschieden. Die geschlossenen Frakturmodelle
lassen sich im Wesentlichen auf das von Bonnarens und Einhorn 1984 an der Ratte
beschriebene Modell zuriickfiihren (Bonnarens & Einhorn, 1984). Basierend auf einer
stumpfen Guillotine, wird hierbei ein standardisierter transverser Frakturverlauf unter
minimalem Weichteilschaden erzeugt. Das entsprechende Modell an der Maus wurde von
Hiltunen und Kollegen 1993 an der Tibia sowie von Manigrasso und O’Connor 2004 am
Femur publiziert. Fiir die offene Femurfrakturierung wird meist ein lateraler longitudinaler
Zugang gewihlt, um den Knochen unter Sicht zu frakturieren oder zu osteotomieren (Cheung
et al., 2003). In den meisten Frakturmodellen an Maus und Ratte werden Femur bzw. Tibia
nach definierten Zeitabschnitten explantiert und die Knochenbruchheilung mit radiologischen,
biomechanischen und histologischen Methoden analysiert. Die biomechanische Testung wird
mehrheitlich als Dreipunkt-, Vierpunkt- oder Rotationsmessung durchgefiihrt (Holstein et al.,
2007a).

Als groBer Nachteil der intramedulldren Pin-Stabilisierung, die mehrheitlich als
Osteosynthesetechnik an der Maus eingesetzt wird, ist die unzureichende Rotationsstabilitit

im Frakturbereich anzusehen. Auflerdem war aufgrund der schwierigen Reposition eine
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Frakturierung primdr nur nach vorheriger Implantateinbringung moglich (Manigrasso &
O'Connor, 2004). Durch die von Cheung und Kollegen beschriebene Osteosynthese mittels
Fixateur externe wird im Gegensatz zur Marknagelung eine suffiziente Stabilitdt im
Frakturspalt erzielt (Cheung et al., 2003). Die Nachteile dieses Modells liegen allerdings in
einem hohen Implantatgewicht mit konsekutiver Behinderung des physiologischen
Bewegungsablaufes der Maus sowie in einer schwierigen Operationstechnik. Da die Pins
offen eingebracht werden miissen, besitzt dieses Verfahren eine hohere Invasivitit als die
Marknagelung. Zudem haben kleine Materialunterschiede groBe Auswirkungen auf die
Frakturstabilitit, was eine vorangehende aufwendige mechanische Materialtestung notig

macht (Cheung et al., 2003).

Um das ,mechanical environment* innerhalb des Frakturspaltes zu standardisieren,
entwickelte unsere Arbeitsgruppe kiirzlich ein Verriegelungsmarknagel-Modell, in dem durch
eine beidseitige Abflachung einer herkdmmlichen Spritzkaniile erstmals eine rotationsstabile
geschlossene Osteosynthese erreicht wurde (Holstein et al., 2007a). Im Gegensatz zu dem
Fixateur externe, als bis dato einzigem rotationsstabilen Osteosyntheseverfahren an der Maus,
erfordert das Verriegelungsmarknagel-Modell keinen offenen Zugang. Unter Verwendung
eines Flihrungsdrahtes ist zudem eine geschlossene Frakturierung ohne liegendes Implantat

moglich (Holstein et al., 2007a).

2.4.2 Ratte

Im Gegensatz zur Maus ist die Ratte schon seit ldngerer Zeit als Tiermodell fiir die
Untersuchung der Frakturheilung etabliert. Dabei werden Femur, Tibia, Schddel, Metatarsale,
Radius und Ulna als Frakturlokalisation genutzt (Hietaniemi et al., 1995; Utvag et al., 1994).
Der grofle Vorteil der Ratte gegeniiber der Maus liegt in ihrer Kdrpergrof3e, was vor allem das
operative Handling, aber auch die biomechanische Knochentestung deutlich erleichtert.
Grundsétzlich sind die Tibia- und Femur-Frakturmodelle an der Ratte mit denen an der Maus
vergleichbar. So wurden instabile Pin-Osteosynthesen (Bonnarens & Einhorn, 1984)
mittlerweile auch an der Ratte weitgehend durch stabile Fixationstechniken mittels
Verriegelungsmarknagel, Platte, sowie Fixateur externe ersetzt (Drosse et al., 2008; Kaspar et

al., 2007; Russel et al., 2007; Schoen et al., 2008; Willie et al., 2008; Wingerter et al., 2007).
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2.4.3 Kaninchen

Neben Ratte und Maus ist das Kaninchen die dritte Nagetier-Spezies, die fiir Studien zur
Knochenbruchheilung genutzt wird. (Ashhurst et al., 1982; Stafford et al., 1994; Strong et al.,
1992). Aufgrund der KorpergroBe dieser Tierart sind biophysikalische Untersuchungen
praktikabler als bei Klein-Nagern. Stabilisierungssysteme, die vor allem an der Maus eine
hohe technische Herausforderung darstellen, wie etwa Fixateur externe, Platte, Schraube, oder
Verriegelungsnagel sind am Kaninchen ohne allzu groflen technischen Aufwand zu
konstruieren und anzuwenden (Brighton et al., 1985; Danckwardt-Liliestrom et al., 1970;
Deibert et al., 1994; Kaplan et al., 1985; Terjesen & Johnson, 1986). Im Gegensatz zu
groBeren Sdugetieren wie etwa dem Hund oder Schaf erlaubt die Korpergroe des Kaninchens
die Applikation hoherer Dosen kostenintensiver Substanzen. Entsprechend sind auch die
Kosten fiir Anschaffung, Zucht und Haltung von Kaninchen gegeniiber GroB-Sidugern

tiberschaubar (Critchlow et al., 1995).

244 Katze

Die Knochenbruchheilung an der Katze wurde bislang sowohl im Rahmen von
veterindrmedizinischen Therapiestudien als auch im Rahmen von Forschungsarbeiten an
Frakturmodellen untersucht (Henry et al., 1985; Puech et al., 1990; Toombs et al., 1985).
Dabei wurden verschiedenste Methoden hinsichtlich operativer Stabilisierung sowie
konservativer Behandlung von Frakturen aber auch hinsichtlich des Einheilverhaltens von
Knochen-Allografts beschrieben (Henry et al., 1985; Puech et al., 1990). Die Anatomie der
langen Rohrenknochen der Katze, insbesondere des Femurs begiinstigt aufgrund einer langen
und geraden Konfiguration die Einbringung von intramedulldren Implantaten aber auch von

Platten- und Schrauben-Osteosynthesen (Toombs et al., 1985).

2.45 Hund

Da die Frakturheilung am Hund von grofem Interesse fiir die Veterindrmedizin ist, sind viele
Informationen iiber die Behandlung und die biologischen Heilungsabldufe von Frakturen am
Hund verfiigbar (Johnson & Stein, 1988). Aber auch im Rahmen von tierexperimentellen

Studien ist der Hund ein beliebtes Modell fiir die Untersuchung der Frakturheilung. Hierbei
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wurden zahlreiche Frakturmodelle mit internen und externen Stabilisierungstechniken, aber
auch Modelle ohne Stabilisierung sowie Modelle mit verzdgerter und ausbleibender
Frakturheilung entwickelt (Black et al., 1985; Chao et al., 1989; Daum et al., 1983; Davy &
Connolly, 1982; Egger et al., 1993; Georgiadis et al., 1990; Heckman et al., 1991; Lenehan et
al., 1985; Muller et al., 1968; Lewallen et al., 1984; Peter et al., 1996; Roush & Wilson, 1990;
Volpon, 1994).

2.4.6 Schaf

Vor allem fiir die Entwicklung und Testung neuer Human-Implantate ist das Schaf ein
beliebtes Versuchstier (Cheal et al., 1991; Kirker-Head et al., 1995; Richardson &
Nunamaker, 1991; Steen et al., 1988; Steen & Fjeld, 1989). So nutzte etwa die Association for
the Study of Internal Fixation (ASIF) wiederholt das Schaf als Versuchstier fiir die
Untersuchung der Frakturheilung unter Verwendung einer Plattenosteosynthese (Nunamaker
& Perren, 1979; Perren et al., 1969; Schenk & Willenegger, 1977). Entsprechend ist die
primire Knochenheilung an dieser Spezies, bei der das Remodeling liber das Havers-System
erfolgt, gut beschrieben (Schenk & Willenegger, 1977). Des Weiteren wurden Schafe aber
auch fiir Studien zur intramedulldren Marknagelung verwendet (Schemitsch et al., 1994;
Schemitsch et al., 1995; Steen & Fjeld, 1989). Da Schafe die behandelte Extremitét friih
belasten, sind Studien, die die sekundére Frakturheilung nach intramedullédrer Stabilisierung
untersuchen am Schaf aufgrund des erwiinschten Kompressionseffektes gut durchfiihrbar. Die
relativ hohen Kosten fiir Zucht und Haltung der Tiere erschweren die Verwendung grof3er

Versuchsgruppen (Nunamaker, 1998).

2.4.7 Ziege

Im Gegensatz zum Schaf hat sich die Ziege als Versuchstier zur Untersuchung der
Knochenbruchheilung bis dato nicht durchgesetzt (Curtis et al., 1995). Die hohe Inzidenz von
Pathologien und Erkrankungen des Bewegungs- und Stiitzapparates -wie etwa die infektiose
Ziegenarthritis- limitieren die Aussagekraft von konventionellen Frakturheilungsstudien an

dieser Spezies (Adams et al., 1983).
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2.4.8 Pferd

Aufgrund des hohen Kdrpergewichtes und der hohen Haltungs- und Zuchtkosten ist das Pferd
als Versuchstier fiir Frakturheilungsstudien nicht geeignet. Als Folge einer mangelnden
Compliance ist eine suffiziente Frakturheilung selbst unter hohem veterindrmedizinischem
Aufwand hidufig nicht moglich. Entsprechend ist der Versuch einer osteosynthetischen
Frakturversorgung am Pferd eine enorme technische und veterindrmedizinische
Herausforderung, die tierexperimentelle Studien an dieser Spezies nicht gerechtfertigt

(Nunamaker et al., 1991).

2.4.9 Primat

Die Knochenstruktur von Primaten ist entsprechend der Phylogenese mit der des Menschen
grofBtenteils vergleichbar. Aus ethischen Griinden sind Studien zur Frakturheilung an

Primaten dennoch weitestgehend obligat (Nunamaker, 1998).

2.5 Rapamycin

2.5.1 Historie

Rapamycin (Sirolimus) konnte erstmals vor iiber 25 Jahren aus einer Bodenprobe der
Osterinsel Rapa Nui isoliert werden (Morris, 1992). Es handelte sich hierbei um ein
Makrolidantimykotikum, welches von dem Bakterium Streptomyces hygroscopius
hervorgebracht wird. Folglich galt das urspriingliche Interesse an Rapamycin primir seiner
antimykotischen Wirkung. Die bald beobachtete Immunsuppression der behandelten
Patienten war allerdings eine inakzeptable Nebenwirkung hinsichtlich der Anwendung als
Antimykotikum. Obwohl in den Folgejahren zusdtzlich eine Proliferationshemmung von
Tumorzellen durch Rapamycin nachgewiesen wurde, konnte eine klinische Anwendung
zunéchst nicht etabliert werden. Als im Laufe der achtziger Jahre die immunsuppressiven
Figenschaften des -neben Cyclosporin- zweiten Calcineurininhibitors (CNI) Tacrolimus
(FK506) entdeckt wurden, und sich eine strukturelle Ahnlichkeit zu Rapamycin zeigte, trat

der Anwendungsbereich von Rapamycin als Immunsuppressivum in den Fokus der Forschung
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(Camardo, 2003). Rapamycin (Rapamune®) wurde schlielich 1999 in den USA und 2001 in
Deutschland zur immunsuppressiven Therapie nach Nieren- und Lebertransplantation

zugelassen.

2.5.2 Struktur

Rapamycin ist ein 31-gliedriges Makrolid mit der Summenformel Cs;H79NO;3 (Abb. 1) und
der Molmasse 914,172 g/mol. Der Schmelzpunkt von Rapamycin liegt bei etwa 184 °C. Aus
den 15 Chiralitdtszentren des Molekiils ergibt sich eine groe Anzahl moglicher
Stereoisomere. Zusammengefasst reprisentiert Rapamycin eine neue Klasse therapeutischer
Agenzien mit immunsuppressiven und antikanzerogenen Eigenschaften (Kirken & Wang,

2003).

Abb. 1: Strukturformel von Rapamycin
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2.5.3  Wirkmechanismus

Trotz struktureller Ahnlichkeiten besitzt Rapamycin einen vollig anderen Wirkmechanismus
als Calcineurininhibitoren, so dass Rapamycin als erster Vertreter einer neuen Substanzklasse
angesehen wird. Als Zielstruktur im Zytoplasma besitzt diese Substanzklasse ein
Immunophilin, das so genannte FK-bindende Protein (FKBP-12). Dieses Protein, das auch
eine Verbindung mit Tacrolimus eingeht, besteht aus 107 Aminoséduren, die zentral als o-
Helix und um diese herum als -Faltblatt strukturiert sind (Van Duyne et al., 1993). Zwischen
diesen beiden Anteilen eingebettet befindet sich die Bindungsstelle fiir Rapamycin. Trotz des
gleichen Zielproteins unterscheiden sich die Effekte des Rapamycin-FKBP-12-Komplexes
von denen des Tacrolimus-FKBP-12-Komplexes. Der Tacrolimus-FKBP-12-Komplex
(ebenso wie der Cyclosporin-Cyclophilin-Komplex) inhibiert als Zielstruktur Calcineurin. Im
Gegensatz dazu konnte als Zielstruktur des Rapamycin-FKBP-12-Komplexes ein Protein
identifiziert werden, das als ,,mammalian target of rapamycin“ (mTOR) bezeichnet wurde
(Abraham & Wiederrecht, 1996). Uber die Hemmung von mTOR beeinflusst der Rapamycin-
FKBP-12-Komplex den Zellzyklus. Wahrend Tacrolimus und Cyclosporin A den Zellzyklus
in der Go/G;-Phase blockieren, inhibiert Rapamycin den Zellzyklus von aktivierten T-Zellen
in der G,/S-Phase (Sigal & Dumont, 1992). Hierbei werden die S6-Proteinkinase-vermittelte
Proteinsynthese sowie die Interleukin-2-vermittelte Zellproliferation unterdriickt. Folglich

fiihrt Rapamycin zu einer Inhibition der T-Zell-assoziierten Immunabwehr.

2.5.4 Pharmakokinetik

Rapamycin ist als Losung sowie als Tablette zur oralen Einnahme erhiltlich. Die
Resorptionsrate von Rapamycin im Darm ist gering, so dass die Bioverfiigbarkeit bei oraler
Gabe nur etwa 15 % betrdgt. Die Initialdosis wird hoch angesetzt und langsam an die
Erhaltungsdosis angeglichen, um einen Plasma-Wirkspiegel von 10-20 ng/ml zu erzielen.
Rapamycin wird in der Darmwand und in der Leber von dem P450-Isoenzym CYP3A4

metabolisiert. Die Halbwertszeit bei nierentransplantierten Patienten betrdgt etwa 60 Stunden.
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2.5.5 Indikationen und Anwendung

In der Klinik gewinnt Rapamycin als Immunsuppressivum fiir die Induktions- und
Erhaltungstherapie nach Leber-, Nieren- und Herztransplantationen aufgrund seiner
antikanzerogenen Eigenschaften zunehmend an Bedeutung (Camardo, 2003). Anfanglich
wurde Rapamycin verwendet, um die Inzidenz chronischer Rejektion vor allem bei CNI-
induzierter Niereninsuffizienz zu reduzieren. Spdter wurde das Indikationsspektrum von
Rapamycin um die Immunsuppression nach Lebertransplantation erweitert, vor allem bei
steroidresistenter AbstoBungsreaktion, sowie bei einer begleitenden CNI-induzierten

Nephropathie.

Die Rejektionstherapie wird unter normalen Umstinden zundchst mit einer
Methylprednisolon-Sto3therapie  durchgefiihrt. In einigen Fillen ist jedoch bei
steroidresistenten AbstoBungsreaktionen die Umstellung auf Anti-Thymozyten-Globulin
(ATG) oder Rapamycin indiziert. Das Fehlen der CNI-abhingigen Nephrotoxizitit ist einer
der bedeutendsten Vorteile von Rapamycin gegeniiber Cyclosporin und Tacrolimus (Trotter,
2003). So verursachen CNI nicht selten akute tubulidre Nekrosen, in deren Folge eine akute
Niereninsuffizienz entstehen kann. Eine Regeneration der Nierenfunktion ist durch die

medikamentdse Umstellung auf Rapamycin moglich (Muller et al., 2002).

Tacrolimus und Cyclosporin kdnnen ferner durch eine direkte Beeinflussung des Astrozyten-
Metabolismus eine CNI-induzierte Neurotoxizitdt hervorrufen (Serkova et al.,, 1997). Die
Neurotoxizitit aulert sich klinisch durch Epilepsien, Tremor, sowie eine Vigilanzminderung
bis hin zum Koma des Patienten. Hierbei ist ebenfalls eine Besserung der Symptome durch

einen ,,Switch* auf Rapamycin moglich.

Die immunsuppressive Wirkung von Rapamycin ist auch in der Dermatologie von Interesse.
Aufgrund seiner entziindungshemmenden Eigenschaften gewinnt Rapamycin als mogliche
Alternative zu Glukokortikoiden in der duBerlichen Behandlung chronisch-entziindlicher
Hauterkrankungen wie etwa des atopisches Ekzems oder der Psoriasis vulgaris zunehmend an

Bedeutung (Muller et al., 2002).

Des Weiteren findet Rapamycin Anwendung zur Immunsuppression bei begleitend

vorbestehender Tumorerkrankung (Neff et al., 2003). Dies betrifft insbesondere Patienten mit
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Lebertumoren, die durch eine Leberresektion mit konsekutiver Leberteiltransplantation

therapiert werden (Trotter, 2003).

Rapamycin hemmt sowohl das Wachstum von Primédrtumoren als auch das von Metastasen
(Stallone et al., 2005). Die Wachstumshemmung scheint vor allem iiber eine Inhibition der
Tumor-Angiogenese erzielt zu werden. Das antiangiogene Potential von Rapamycin basiert
dabei auf einer Reduzierung der Freisetzung des Wachstumsfaktors VEGF als zentralem
Regulator der GefdBneubildung. Neben einer Angiogenesechemmung wird zusétzlich eine

direkte Proliferationshemmung der Tumorzellen diskutiert (Stallone et al., 2005).

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Rapamycin die Proliferationsrate glatter
Gefilmuskelzellen reduziert und so eine iiberschieende Intimaproliferation hemmt. Dieser
Wirkmechanismus erlaubt zusétzlich die Anwendung zur Prophylaxe einer Graftsklerose als

Folge einer chronischen Rejektion (Pfitzmann et al., 2001).

In der Kardiologie wird Rapamycin neben der systemischen Applikation zur
Immunsuppression nach Herztransplantation auch ,Jlokal“ zur Behandlung der koronaren
Herzkrankheit angewandt. Hierbei werden Rapamycin-beschichtete Stents als
Restenoseprophylaxe durch eine Proliferationsinhibition glatter Muskelzellen eingesetzt

(Muller et al., 2002).

2.5.6 Nebenwirkungen

Periphere Odeme (39,8 %) und Hyperlipidimien (21,4 %) treten als hiufigste
Nebenwirkungen der Therapie mit Rapamycin auf (Kahan, 2002). Weitere hiufig beobachtete
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (bei mehr als 10 % der Patienten) von Rapamycin sind:
Thrombozytopenien, Andmien, Leukopenien, Hypokalidmien, Infektionen des Harntraktes,
abdominelle Beschwerden wie etwa Diarrhoe, Lymphocelen, Arthralgien, Akne, sowie eine
Erhohung der Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Serum. Diese Nebenwirkungen nehmen
hiufig nach Reduzierung der Dosierung (Podbielski & Schoenberg, 2001) und Kombination
mit einem anderen Immunsuppressivum ab (Kuypers, 2005). Zuséitzlich konnten
thrombembolische Ereignisse, vor allem Leberarterienthrombosen (HAT) ( Barone et al.,
2003; Saikali et al., 2003), sowie Wundheilungsstorungen (Ekici et al., 2007; Guilbeau, 2002;

Zakliczynski et al., 2007) nach Einnahme von Rapamycin nachgewiesen werden.
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2.6 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, ob Rapamycin die Frakturheilung beeinflusst.

Die entsprechenden Informationen dazu sollten durch tierexperimentelle Versuche an der

Maus nach einem bewéhrten Tiermodell gewonnen werden.

2.7 Fragestellung

Die durchgefiihrten tierexperimentellen Studien sollten die Frage beantworten, inwieweit ein
Unterschied zwischen der Frakturheilung unter gleichzeitiger Behandlung mit Rapamycin
gegeniiber der Frakturheilung ohne entsprechende Behandlung besteht. Dabei war bisher
nicht bekannt, ob Rapamycin den Ablauf der Frakturheilung hemmt, unbeeinflusst ldsst oder

gar fordert.
Die Nullhypothese lautet:

,»Die Frakturheilung Rapamycin-behandelter Mausen (Verum) weist Kkeinerlei
Unterschiede verglichen mit der Frakturheilung unbehandelter Mause (Kontrollen)

auf.”

Die Knochenbruchheilung wurde zwei und fiinf Wochen nach Frakturierung mit Hilfe
radiologischer, biomechanischer, histomorphometrischer, sowie proteinbiochemischer

Methoden am postmortalen Knochen-Prédparat untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Intervention

3.1.1 Versuchsprotokoll

Der Tierversuch wurde von der zustindigen Behorde (Dezernat 5, Saarpfalz-Kreis, 66406
Homburg/Saar) unter dem AZ K110/180-07 genehmigt und am Institut fiir klinisch-
experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes nach den Bestimmungen des

deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

Fir die Versuchsdurchfithrung wurden 69 Maiuse verwendet. 35 Tiere wurden mit
Rapamycin, 34 weitere Tiere als Kontrolle mit der entsprechenden Trigersubstanz behandelt.
Die Auswertung der Knochen erfolgte zwei Wochen, bzw. fiinf Wochen nach Frakturierung
mit Hilfe radiologischer, biomechanischer, histomorphometrischer und proteinbiochemischer

Methoden (Tab. 1).

Rapamycin Kontrollen
Standzeit 2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen
Radiologie n=16 n=16 n=16 n=15
Biomechanik n=3§ n=3§ n=3§ n=3§
Histomorphometrie n=3§ n=3§ n=_§ n=7
Western Blot n=3 - n=3 -

Tab. 1: Versuchsprotokoll
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3.1.2 Tiermodell

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene haarlose Méuse (SKHI1-hr) mit einem
Korpergewicht von 25 - 35 g. Die Tierhaltung der Méuse erfolgte im Institut fiir klinisch-
experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes unter klimatisierten Raum-
Bedingungen (Lufttemperatur: 22 - 24 °C, relative Luftfeuchtigkeit 60 %) bei 12-stiindigem
Tag- / Nachtrhythmus in Einzelkidfigen. Wasser sowie Standarddiétfutter der Firma Altromin

(Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) wurden in Pelletform ad libidum bereitgestellt.

Fiir die Untersuchung der Frakturheilung am Tiermodell ist ein zuverlédssiges Frakturmodell
unabdingbare Voraussetzung (Einhorn, 1998). Wihrend in Groftiermodellen die Anatomie,
die Knochenstruktur sowie der histologische und zeitliche Ablauf der Frakturheilung mit dem
Menschen relativ gut vergleichbar sind, haben diese Modelle den groen Nachteil, dass im
Vergleich zu Mausen auf keine definierten genetischen Stimme und genetisch manipulierten
Tiere zuriickgegriffen werden kann ( Elmstedt, 1981; Jacenko & Olsen, 1995). Aus diesen
Griinden wurde in Vorversuchen ein standardisiertes Femur-Frakturmodell fiir die Maus
entwickelt, das in Folgeversuchen auch zu Versuchen an Knockout- Stimmen herangezogen

werden kann.

Fiir die tierexperimentelle Untersuchung von physiologischen und pathophysiologischen
Abldufen der Frakturheilung sind standardisierte Versuchsbedingungen eine grundlegende
Voraussetzung. Rotationsinstabile Osteosynthesetechniken sind daher filir Frakturstudien
ungeeignet. Ziel der Vorversuche war es somit, erstmalig einen rotationsstabilen Marknagel
fiir das Méusefemur zu entwickeln. Biomechanische Testungen konnten zeigen, dass eine
proximale und distale Abflachung einer herkdmmlichen 24-Gauge-Spritzkaniile (Abb. 2)
verglichen mit einer herkdmmlichen Pin-Fixierung zu einer signifikant hoheren
Rotationssteifigkeit nach Frakturversorgung fiihrt. Uber einen zuvor -eingebrachten
Fithrungsdraht wurde in diesem neuen Modell eine Frakturierung ohne einliegendes Implantat
moglich. Dadurch lieB sich ein leicht reproduzierbares Frakturmodell schaffen, das
weitestgehend einem klinischen Trauma-Szenario entspricht. Durch die geschlossene
Frakturierung und Implantateinbringung wird ein minimaler Weichteilschaden verursacht. Fiir
die Versuchstiere erwies sich dieses Modell aufgrund der hohen Frakturstabilitit und der

geringen Weichteiltraumatisierung als vergleichsweise gering belastend. So konnte bereits 1-2
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Tage nach Operation eine volle Mobilitit der Tiere bei meist physiologischem

Bewegungsablauf beobachtet werden (Holstein et al., 2007a).

(2
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Abb. 2: Durch eine proximale und distale Abflachung einer gekiirzten herkémmlichen 24-Gauge-Spritzkaniile
(a) wurde ein Verriegelungsmarknagel (b) fiir das Mdusefemur erzeugt. Die Einbringung des Implantates

erfolgte iiber einen vorgelegten Wolfram-Fiihrungsdraht (c).

3.1.3 Operation

Die Operation wurde im Tieroperationssaal des Institutes fiir klinisch-experimentelle
Chirurgie der Universitdt des Saarlandes an allen Versuchstieren in gleicher standardisierter

Weise durchgefiihrt.

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion von 2 % Xylazin (2 mg/kg
Korpergewicht) und Ketamin (75 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert. Des Weiteren wurden
die Tiere am Operationstag und am ersten postoperativen Tag mit 0,05 ml Carprofen®

analgesiert.

Nach sorgfiltiger Hautdesinfektion mit Softasept® erfolgte medial der Patella eine etwa 4
mm lange Hautinzision (Abb. 3-5). Danach wurde die Kniegelenkskapsel eroffnet und die
Patella nach lateral luxiert (Abb. 6). Uber die Fossa intercondylaris wurde der Markraum mit
einem Mikrobohrer (@ = 0,5 mm; 8000 Umdrehungen/Minute) erdffnet (Abb. 6).

Anschliefend wurde eine Spritzkaniile iber den Bohrkanal vollstindig in den Markraum
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eingebracht, um die Markraumlinge zu bestimmen (Abb. 7). Die entsprechende
Langenmarkierung wurde konsekutiv auf eine zuvor an der Spitze abgeflachte Spritzkaniile
tibertragen. Im néchsten Schritt wurde ein Wolfram-Fithrungsdraht (0 = 0,2 mm) iiber den
Bohrkanal in den Markraum eingebracht (Abb. 8), um das Femur bei liegendem
Fithrungsdraht mit einer 3-Punkt-Biegeapparatur geschlossen zu frakturieren (Abb. 9-10)
(Schmidmaier, 2004). Nach Bildwandler-Dokumentation der Fraktur (entsprechend
AO/ASIF-Klassifikation Typ A2-3) (Koch et al., 1990) wurde die zuvor proximal abgeflachte
Spritzkaniile tiber den Fithrungsdraht aufgefadelt und vorgeschoben (Abb. 11). Nach erneuter
Bildwandler-Kontrolle der Implantatlage wurde der Fiithrungsdraht konsekutiv entfernt. Die
Spritzkaniile wurde schlieSlich entsprechend der zuvor angebrachten Langenmarkierung
gekiirzt und orthogonal zur proximalen Abflachung distal ebenfalls abgeflacht (Abb. 12-13).
AbschlieBend wurde die Kaniile vollstindig im Knochen versenkt (Abb. 14-15), die Patella
reponiert (Abb. 16), und die Gelenkkapsel sowie die Haut mit 6-0 PDS-II-Néhten
verschlossen (Abb. 16-17).
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Abb. 4: Hautschnitt iiber einen medio-patellaren Zugang
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Abb. 5: Sicht auf das Ligamentum patellae

Abb. 6: Markraumeroffnung im Bereich der Fossa intercondylaris nach Luxation der Patella
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Abb. 7: Bestimmung der Markraumlinge mit einer Spritzkaniile

Abb. 8: Einbringung des Fiihrungsdrahtes
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Abb. 10: Geschlossene Frakturierung des Femurs
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Abb. 11: Einbringung der proximal abgeflachten Spritzkaniile

Abb. 12: Kiirzung der Spritzkaniile entsprechend der zuvor angebrachten Lingenmarkierung
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Abb. 14: Vollstindige Einbringung des Marknagels
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Abb. 15: Aufsicht auf die Fossa intercondylaris nach Einbringung des Marknagels

Abb. 16: Reposition und Refixation der Patellarsehne mit Verschluss des Kniegelenks
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Abb. 17: Hautnaht

3.1.4 Medikamentenapplikation

Je nach Versuchsgruppe wurde den Tieren tiglich liber den Zeitraum von zwei bzw. finf
Wochen Rapamycin (1,5 mg/kg Korpergewicht) bzw. die gleiche Menge der entsprechenden
Tragersubstanz intraperitoneal appliziert. Als Trédgersubstanz diente zwanzigprozentiges

Dimethylsulfoxid (DMSO).

3.1.5 Totung der Tiere

Die Versuchstiere wurden zwei bzw. fiinf Wochen post operationem durch eine Uberdosis

Phenobarbital per intraperitonealer Injektion getotet.
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3.1.6 Préaparation der Knochen

Unmittelbar nach Toétung der Tiere wurde das operierte sowie das intakte kontralaterale
Femur explantiert und fiir die weiteren Untersuchungen prépariert (Abb. 18). Hierzu wurden
die Femora im Hiift- und Kniegelenk exartikuliert und der entsprechende Weichteilmantel
reseziert. Die proximale und distale Epiphyse der operierten Femora wurden osteotomiert, so
dass die Abflachungen des einliegenden Implantates abgesdgt werden konnten. Anschlielend

konnte der verbleibende Pin ohne Verletzung des Frakturkallus entfernt werden.

Abb. 18: Explantierter Knochen nach zweiwéchiger Frakturheilung

3.2 Zielkriterien und Auswertung

3.2.1 Radiologie

Unmittelbar vor Tétung der Versuchstiere wurden in der hiesigen Klinik fiir Zahnerhaltung,
Parodontologie und Priaventive Zahnheilkunde unter Narkose seitliche Rontgenaufnahmen der
betroffenen Femora angefertigt (Dentalrontgengerdt Heliodent DS, Sirona Dental Systems,
Bensheim, Deutschland). Hierbei wurde eine Belichtungszeit von 0,08 s bei einer Stromstérke
von 7 mA und einer Spannung von 60 mV gewéhlt (Inside IP-21 high resolution dental films,
Kodak, Rochester, USA). Nach Entwicklung der Rontgenfilme (Periomat plus, Diirr Dental,

Bietigheim-Bissingen, Deutschland) wurden die Rontgenaufnahmen auf einer
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Durchleuchtungsplatte mit einem Operationsmikroskop unter 4-facher Vergroferung

aufgenommen und fiir die weitere Analyse digitalisiert.

Die digitalisierten Rontgenaufnahmen wurden mit Hilfe des Cap Image Analysis Systems

(Zeintl, Heidelberg) ausgewertet. Hierzu wurden folgende Parameter bestimmt:

- Kallusdurchmesser [mm]
- Femurdurchmesser in Hohe des Frakturspaltes [mm]
- Periostale Kallusfliche [mm?’]

- Femurfliche [mm?]

Als Zielwerte wurden folgende Parameter berechnet:

- Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser [mm?]

- Periostale Kallusfliche / Femurfliche [mm?]

3.2.2 Biomechanik

Im Rahmen der biomechanischen Testung wurde die Rotationsstabilitit der operierten Femora

in Relation zur Rotationsstabilitit der unfrakturierten kontralateralen Knochen untersucht.

Unmittelbar nach Explantation wurde hierzu der proximale und distale Femuranteil unter
kontinuierlicher =~ Anfeuchtung  mittig in  vorgefertigte = Aluminiumhohlzylinder
(Innendurchmesser 7 mm, Hohe 5 mm) belastungsstabil mit Knochenzement (Palacos®,
Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) einzementiert, und die Zylinder in die
Rotationsmessapparatur (s.u.) eingespannt. Um standardisierte Messbedingungen zu
garantieren, wurde bei Einzementierung der Knochen ein Abstand von 5 mm zwischen den

Zylindern festgelegt.

Fiir die biomechanische Testung wurde eine Messapparatur zur statischen Analyse der
Rotationsstabilitdt der Knochen konstruiert (Abb. 19). Die Messapparatur besteht aus einer

fixen und einer frei rotierenden Achse. Das proximale und distale Ende des Knochens wurde
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mit Hilfe der oben beschriebenen Einbettvorrichtungen an den beiden Achsen fixiert. An der
freien Achse wurde ein ansteigendes Drehmoment (s.u.) angelegt, wahrend die Drehmoment-
abhingige Rotation an einer Winkelscheibe mit Hilfe eines Laser-Pointers quantifiziert

wurde.

Vor Beginn der Messung wurde der Knochen iiber eine Drehmomentscheibe mit einem
Drehmoment von 2,5 Nmm vorbelastet. Im weiteren Versuchsverlauf wurde die
Torsionsbelastung schrittweise um 2,5 Nmm/min erhoht. Bei Zerstorung des Frakturkallus,

bzw. bei Fraktur des intakten kontralateralen Knochens wurde die Messung beendet.

Als Zielwerte wurden festgelegt:

- Drehmoment bei (erneutem) Bruch des Knochens (Holstein et al., 2007a)
- Maximaler Winkel vor (erneutem) Bruch des Knochens (Holstein et al., 2007a)

- Torsionssteifigkeit des Knochens (Holstein et al., 2007a)

Um individuelle Unterschiede in der Knochenqualitét der einzelnen Tiere zu beriicksichtigen,
wurden die Ergebnisse der operierten Knochen in Relation zu den intakten kontralateralen

Knochen gesetzt.
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Abb. 19: Skizze der Rotationsmessapparatur: (1) einzementierter Knochen, (2) Einbettform, (3) fixe Achse, (4)
rotierende Achse, (5) Drehmomentwaage, skaliert, (6) Laser zum Anzeigen des gemessenen Winkel, (7)

Winkelscheibe, graduiert

3.2.3 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie diente der quantitativen Analyse der Groe sowie der

Gewebezusammensetzung des Kallus.

Nach Explantation und Préparation wurden die Femora fiir 24 Stunden in 4 % Formalin fixiert
und fiir weitere 4 Wochen in 10 % Ethylendiaminotetraessigsdure (EDTA) bei 4 °C entkalkt.
Die entkalkten Knochen wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils eine Stunde mit
70 %, 80 %, 90 %, sowie viermal eine Stunde mit 100 % Alkohol) entwéssert. Im Anschluss
wurden die Proben dreimal fiir jeweils eine Stunde mit Xylol behandelt, um das Gewebe
paraffingéingig zu machen. AbschlieBend wurden die Proben iiber den Zeitraum von einer

Stunde in heilem Paraffin eingebettet.



49 Material und Methoden

Im weiteren Verlauf wurden 5 pm dicke Schnittpriparate im Bereich des maximalen
Kallusdurchmessers in sagittaler longitudinaler Schnittfiihrung angefertigt und nach der
Masson-Goldner-Methode gefdrbt. Hierzu wurden die Proben zunichst 1-2 Minuten in
Weigert’s Eisenhdmatoxylin gefédrbt, 10-15 Minuten unter flieBendem Wasser gespiilt und
anschlieBend weitere 5-7 Minuten in Ponceau-Siurefuchsin-Azophloxin gefarbt. Nach
Spiilung mit 1 % Essigsdure erfolgte die Behandlung mit Molybdatophosphorsidure-Orange
bzw. Wolframatophosphorsdure-Orange bis zur volligen Entfarbung des Bindegewebes. Nach
erneuter Spiilung mit 1 % Essigsdure wurden die Priparate mit Lichtgriin fiir fiinf Minuten
gegengefiarbt und abschlieBend mit 1 % Essigsdure fiir 5 Minuten ausgewaschen sowie in

Isopropanol entwéssert.

Unter 1,25-facher Vergroferung (Olympus BX60 Microscope, Olympus, Tokio, Japan)
wurden die histologischen Schnitte digitalisiert (Zeiss Axio Cam and Axio Vision 3.1, Carl
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und mit Hilfe eines Bildauswertungsprogramms analysiert
(ImageJ Analysis System, NIH, Bethesda, USA). Folgende Parameter wurden ausgewertet
(Abb. 20):

- Femurdurchmesser in Hohe des Frakturspaltes [mm]

- Kallusfliche [mm?’]

- Fliche des knorpeligen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]

- Fliche des bindegewebigen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]

- Fliche des kndchernen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]

Als Zielwerte wurden gemdB3 den Empfehlungen der American Society of Bone and Mineral

Research (ASBMR) (Parfitt et al., 1987) folgende Parameter berechnet:

- Kallusflache / Femurdurchmesser (Cl.Ar/B.Dm [mm])

- Knocherne Kallusfliche / Kallusfliche (B.CI.Ar/Cl.Ar [mm])

- Knorpelige Kallusflache / Kallusfliche (Cg.CI.Ar/Cl.Ar [mm])

- Bindegewebige Kallusflidche / Kallusflache (Fb.ClL. Ar/CL.Ar [mm])
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Abb. 20: Schematische Skizze der histologischen Auswertungsparameter innerhalb der Frakturzone (1)
Kortikalis, (2) Markraum, (3) Frakturlinie, (4) Periostaler Kallus, (5) FEndostaler Kallus, (6)

Femurdurchmesser, (7) Gesamtkallus

3.2.4 \Western Blot

Das Western- oder Immunoblotting dient als quantitative Messmethode der Ermittlung von
Proteinexpressionen in entsprechenden Gewebeproben. Hierbei werden die extrahierten
Proteine zunichst in einer vertikalen Gelmatrix durch ein elektrisches Feld aufgetrennt. Im
Anschluss werden die resultierenden Proteinbanden in einer zweiten horizontalen
Elektrophorese vom Gel auf eine proteinbindende Membran transferiert. Die spezifischen
Targetproteine werden durch eine Farbung mit Enzym-konjugierten Antikorpern markiert und
die Stirke der Proteinexpression iiber eine lichtemittierende Enzym-Substrat-Reaktion auf
einem Rontgenfilm detektiert. Die gewonnen Proteinextrakte werden auf eine identische
Proteinkonzentration eingestellt, um die Proteinexpression verschiedener Proben bei gleicher
Beladung der Geltaschen und gleichmédfigem Gel-Membran-Transfer quantitativ zu
vergleichen. Die Absicherung der Quantifizierbarkeit wird durch das ,,Mitfiihren” eines
ubiquitir konstitutiv exprimierten Proteins (i.d.R. B-Actin) gewéhrleistet. Entsprechend muss

dieses Protein in allen zu vergleichenden Ansétzen die gleiche Expressionsstirke aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Proliferationsmarkers PCNA sowie des

angiogenen und osteogenen Wachstumsfaktors VEGF mittels Western-Blot-Analyse nach
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zweiwoOchiger Frakturheilung quantifiziert. Vor Totung der Tiere wurde hierzu der
Weichteilmantel um die Femur-Diaphyse unter Narkose reseziert und der Kallus explantiert.
Entsprechend bestanden die Kallusproben aus Knochen, Knorpel und Bindegewebe. Auf eine
Analyse der Expression von PCNA und VEGF nach fiinfwochiger Frakturheilung wurde
verzichtet, da in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass in dieser Phase der Frakturheilung

keine relevante Expression der entsprechenden Proteine stattfindet (Holstein et al., 2007b).

Die kryokonservierten Proben (-80 °C) wurden zunichst mit je 150 pl vorgekiihltem Lyse-
Puffer, einem Proteaseinhibitor-Cocktail (1:75; Sigma, Taufkirchen, Deutschland) und 100
mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, 1:75) im Handhomogenisator homogenisiert.
Danach wurden die Proben fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und fiir weitere 30 Minuten mit
13000 U/min (16000 x g) bei 4 °C =zentrifugiert (Biofuge Fresco, Kendro, Hanau,
Deutschland). AbschlieBend wurden die Uberstinde abpippetiert und Aliquots der

gewonnenen Proteinextrakte bei -20 °C kryokonserviert.

Die aus der Proteinextraktion gewonnenen Proben wurden mit destilliertem Wasser auf 1:10

verdiinnt. Unmittelbar vor der Protein-Bestimmung wurde folgende Messldsung angesetzt:

- 5 ml Reagenz A: 10 g Na,CO3/500 ml 0,1 M NaOH (Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

- 100 pl Reagenz B: 0,5 g KNa-Tartrat, 0,25 g Cu-Sulfat x 5 H,O/50 ml Aqua
destillata (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Zu 250 pl dieser Losung wurden je 50 pl der verdiinnten Extrakte zugesetzt und 10 Sekunden
gemischt (Vortex, Heidolph Reax Top, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland). Im
Anschluss wurden die Proben fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und mit 25 pl

verdiinnter Folinlosung (1:2 Aqua destillata) vermischt (Vortex).

Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption des entstandenen
Farbkomplexes bei einer Wellenlinge von 595 nm gegen Aqua destillata photometrisch
gemessen (GeneQuant pro, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland). Die
Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer bovine serum albumin (BSA)-Standardkurve

ermittelt. Fiir jedes Proteinextrakt wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Extrakte
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wurden auf gleiche Proteingehalte (13,5 pg/15 pl) eingestellt und mit Laemmli-Puffer
(Sigma) (Laemmli, 1970) fiir 2 x 5 Minuten in kochendem Wasserbad denaturiert.

Die Western-Blot-Analysen wurden als eindimensionale SDS-Polyacryl-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) unter diskontinuierlichen Bedingungen nach Laemmli (Laemmli, 1970) mit
einer Acrylamidkonzentration von 5 % im Sammelgel und einer Acrylamidkonzentration von
10 % im Trenngel durchgefiihrt (30 % Acrylamid / Bis Solution, 29:1, BioRad, Miinchen,
Deutschland, Tab. 2)

Zusatze [ml] Sammelgel 5 % Trenngel 10 %
30 % Acrylamid / Bis 0,67 33
Trenngelpuffer 2,5

Sammelgelpuffer 0,5

A. dest 2,7 4,0
10 % SDS 0,04 0,1
10 % APS 0,04 0,1
TEMED 0,02 0,02

Tab. 2: Zusammensetzung der fiir die Western-Blot-Analysen verwendeten Sammel- und Trenngele

Die Gele wurden in einer vertikalen Flachapparatur mit Gie3stand fiir Minigele (Mini-Protean
II, BioRad) nach Anleitung des Herstellers gegossen. Damit eine Hemmung der
Polymerisation an der Geloberfliche durch Sauerstoff verhindert wird, und die Ausbildung
einer glatten Trennfliche zwischen Trenn- und Sammelgel gegeben ist, wurde nach dem
Einfiillen der Trenngellosung etwa 200 ul Isopropanol (Roth) iibergeschichtet. Nachdem das
Gel eine Stunde polymerisiert und der Alkohol entfernt wurde, wurde das Sammelgel in die
Elektrophoreseapparatur gegossen. Unmittelbar im Anschluss wurden die entsprechenden
Geltaschen, die ein maximales Beladungsvolumen von 15 pl zulassen, mit einem
Teflonkamm (15 Zdhne, 4 mm x 1 cm x 0,75 mm, BioRad) gesetzt. Nach einer Stunde
Polymerisierung wurden 15 ul der Proben in die Geltaschen aufgetragen. Im weiteren Verlauf

wurde in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Protean II, BioRad) die Trennung der
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Proteine entsprechend ihrer MolekiilgroBe in einem TRIS / Glycinpuffer (0,125 M TRIS
Base, 0,96 M Glycin, 0,5 % SDS, Roth) durchgefiihrt. Um die erforderliche Niederspannung
zu gewdbhrleisten, wurde ein spezielles Netzgerit fiir stabilisierten Gleichstrom (Power Pac,
BioRad) verwendet. Hierbei wurde eine anfiangliche Spannung von 100 V angelegt, um die
Proteine im Sammelgel zu konzentrieren. Diese wurde nach 15 Minuten auf 140 V fiir etwa 1
Stunde zur Passage des Trenngels erhoht. Nachdem die ,blaue Lauffront™ der
Bromphenolblau-Bande des Sample Buffers das untere Gelende erreicht hatte, wurde die
Auftrennung der Proteine beendet. Im Anschluss wurden die Gele aus der Kammer
genommen und in einem Transferpufferbad (12 mM TRIS Base, 96 mM Glycin, Roth) fiir das

weitere Membranblotting dquilibriert.

Zur Durchfiihrung des so genannten Tankblottings im Rahmen des horizontalen
Proteintransfers wurde eine  Mini-Trans-Blotkammer (BioRad) verwendet. Um
Oberflichenladungen auszugleichen, wurde die PVDF-Membran (0,2 um Porengrofe,
BioRad) fiir 20 Sekunden in Methanol (Roth) gebadet und sofort mit destilliertem Wasser
abgespiilt. AnschlieBend erfolgte eine 10-miniitige Aquilibrierung in Transferpuffer (12 mM
TRIS Base, 96 mM Glycin in destilliertem Wasser). Fiir den Blotsandwich wurden die
dquilibrierte PVDF-Membran und das Gel luftblasenfrei zwischen zwei Transferpuffer-
getrankte Schwdmme mit entsprechendem Filterpapier (Whatman, Schleicher & Schiill,
Dassel, Deutschland) in die Blotkassette eingelegt. Die verschlossene Sandwichkassette
wurde so in der Blotkammer ausgerichtet, dass der Stromfluss einen Proteintransfer vom Gel
zur Membran gewihrleistete. Zur Beibehaltung einer gleichmiBig niedrigen Temperatur
wurden ein so genannter Eis-Spacer und ein Magnetriihrer verwendet. Nach Auffiillung der
Blotkammer mit Transferpuffer wurde {iber 2 Stunden ein stabilisierender Gleichstrom
(Anfangsstromstirke 800 mA / 2 Gele) bei konstanter Spannung (50 V) angelegt. Die
proteinbeladene Membran wurde iiber Nacht in TBS-T-Puffer (1,5 mM TRIS Base pH 7,5, 1
% NaCl, 0,01 % Tween 20 (Roth) in destilliertem Wasser) bei 4 °C zur weiteren Bearbeitung
aufbewabhrt.

Die Detektion der Targetproteine erfolgte iiber eine spezifische Antikorperfarbung der
membrantransferierten Proteine. Alle Handhabungen zur Antikorperfarbung der Membranen
wurden auf einem Horizontalschiittler (Heidolph Polymax 1040, Fisher Scientific)
durchgefiihrt. Die {iiber Nacht in TBS-T aufbewahrten Membranen wurden vor der

Saturierung noch dreimal mit TBS-T gewaschen. Die Membran wurde in fiinfprozentiger
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Losung aus Milchpulver (Blotting Grade Blocker non-fat dry milk, BioRad) und TBS-T fiir
30 Minuten inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach drei weiteren
Waschschritten mit TBS-T wurden die entsprechenden Primérantikérper fiir 180 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert (Tab. 3).

] Klon Verdunnung
Antikorper ] Bezugsquelle _
Spezies Inkubation
PC-10 1:500
PCNA DAKO Cytomation
Maus 3h RT
C-1 1:100
VEGF Santa Cruz
Maus 3h RT
_ AC-15 . 1:5000
P-Actin Sigma
Maus 3h RT

Tab. 3: Primdrantikérper fiir die Western-Blot-Analysen

Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T erfolgte die Sekunddrantikdrper-Inkubation
(1:5000) mit HRP-konjugiertem Schaf-anti-Maus-IgG (Dako Cytomation, Glostrup,
Déanemark) bzw. Esel-anti-Kaninchen-IgG (Amersham Biosciences). Die Membranen wurden
nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur fiinfmal in TBS-T gewaschen und
anschlieBend einer Chemilumineszenzreaktion unterzogen (ECL Western Blotting Analysis

System, Amersham Biosciences).

Die entsprechenden Signale der behandelten Membranen wurden durch Exposition von
Rontgenfilmen (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) visualisiert. Als interner Standard
wurde zur Kontrolle der Proteinbeladung und des Proteintransfers der monoklonale -Actin-
Antikorper Klon AC-15 (Sigma) verwendet. Als eines der hdchst-konservierten
eukaryotischen Proteine mit konstanter intrazelluldrer Verteilung eignet sich B-Actin als
Proteinkonzentrationsstandard. Konsekutiv wurde die densitometrisch ermittelte optische

Dichte auf gleiche B-Actin-Konzentrationen korrigiert.

Die Rontgenfilme wurden mit einem Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc, BioRad) und
einem entsprechenden Quantifizierungsprogramm (Quantity One-Gel Doc, BioRad)

ausgewertet. Die quantitative Analyse der Proteinmuster erfolgte durch densitometrische
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Bestimmung der Lichtabsorption, indem die optische Dichte der Banden iiber die Fliache ihrer
Ausdehnung analysiert wurde. Die ermittelten Daten wurden iiber den internen [-Actin-

Standard korrigiert.

3.3. Statistik

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
Versuchsgruppen wurden mittels einseitigem ANOVA bzw. Student-Newman-Keuls-Test
miteinander verglichen, so dass der Alpha-Fehler fiir Mehrfachvergleiche ausgeglichen
wurde. Die Statistik wurde mit Hilfe des SigmaStat Software Package (Jandel, San Rafael,
USA) durchgefiihrt. Es wurde ein P-Wert von < 0,05 festgelegt, um signifikante Unterschiede

anzuzeigen.
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4 Ergebnisse

4.1 Postoperativer Verlauf

Die Versuchstiere wurden unmittelbar vor der Operation sowie am Totungstag gewogen. Das
praoperative Korpergewicht diente als Grundlage fiir die Dosierung der Analgetika- und der
Rapamycin-Applikation. Bei den Rapamycin-behandelten Tieren zeigte sich nach
zweiwoOchiger Standzeit im Mittel ein Gewichtsverlust von 3,7 g, nach einer Standzeit von
fiinf Wochen hingegen eine leichte Gewichtszunahme von 0,6 g gegeniiber dem praoperativen
Korpergewicht. Die Kontroll-Tiere wiesen im Mittel nach zwei Wochen eine
Gewichtsabnahme von 0,5 g und nach fiinf Wochen eine Gewichtszunahme von

durchschnittlich 0,1 g auf (Abb. 21).
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Abb. 21: Korpergewichte der Versuchstiere (Mittelwerte + Standardabweichung) am Operationstag (schwarze

Sdulen) sowie am Totungstag nach zwei bzw. fiinf Wochen (weifle Sdulen).

Als postoperative Ausschlusskriterien dienten ein nachgewiesener Knochen- oder
Weichteilinfekt, eine Gewichtsabnahme von mehr als 20 % des Korpergewichtes sowie eine

makroskopisch oder radiologisch erkennbare Implantatdislokation. Zudem wurden Tiere, in
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denen keine Frakturkonfiguration Typ A2 oder A3 gemil3 der AO/ASIF-Klassifikation (Koch

et al., 1990) in Schaftmitte erzielt wurde von der Studie ausgeschlossen.

Im postoperativen Verlauf kam es nach etwa zwei Tagen zu einer Aufbelastung des
frakturierten Beines. Die Tiere wiesen ein dem prédoperativen Zustand vergleichbares
physiologisches Verhalten auf ohne wesentliche erkennbare Beeintrachtigung des

Bewegungsablaufes.

4.2 Makroskopie

Alle Tiere wurden post mortem im Rahmen der Explantation der operierten Femora auf
eventuelle Pathologien hin untersucht. Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf die
femoro-patellaren und femoro-tibialen Gelenkverhédltnisse, die Beinmuskulatur sowie die
Frakturlokalisation gelegt. Bei keinem der Tiere zeigten sich in diesem Zusammenhang
Hinweise auf Patella- oder Kniegelenksluxationen, Infekte, Wundheilungsstérungen oder
Muskelatrophien. Des Weiteren wurden bei jedem Priparat die korrekte Lage des Marknagels
und dessen fester Sitz iberpriift. Alle in die Studie eingeschlossenen Tiere wiesen

makroskopisch eine stattgehabte middiaphysédre Femurschaftfraktur auf.

Nach Resektion des Weichteilmantels wurde die Uberbauung des Frakturspaltes begutachtet.
Hierbei zeigte sich nach zweiwochiger Standzeit in den Rapamycin-behandelten Tieren eine
deutlich verminderte Kallusformation verglichen mit den Kontroll-Tieren. Hinsichtlich der
Kallusqualitit schien nach zweiwdchiger Frakturheilung der Anteil von weichem Kallus in
Rapamycin-behandelten Tieren ausgeprigter zu sein als in den entsprechenden Kontrollen.
Nach fiinfwochiger Frakturheilung =zeigten sich makroskopisch keine erkennbaren
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen im Hinblick auf die Kallusgrofle sowie die

Kallusbeschaffenheit.

4.3 Radiologie

Die radiologische Auswertung der Knochenbruchheilung erfolgte anhand der Rontgenbilder,

die jeweils nach zwei- und fiinfwochiger Frakturheilung angefertigt wurden. Zur Auswertung
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kamen der radiologische Kallus- und Femurdurchmesser sowie die Fliche des periostalen

Kallus und des gesamten Femurs.

Nach zweiwdchiger Frakturheilung zeigte sich ein Kallusdurchmesser von 1,4 mm bis 2,5
mm in der Rapamycin-Gruppe und von 3,0 mm bis 4,5 mm in der Kontroll-Gruppe. Der
entsprechende Mittelwert (M) betrug in der Rapamycin-Gruppe 1,7 mm bei einer
Standardabweichung (SD) von 0,3 mm und in der Kontroll-Gruppe 3,4 mm bei einer
Standardabweichung von 0,4 mm. Demzufolge wiesen die Rapamycin-behandelten Tiere im
Vergleich zu den Kontroll-Tieren nach zweiwochiger Frakturheilung einen signifikant
niedrigeren Kallusdurchmesser auf (p < 0,05). Nach fiinf Wochen glichen sich die
Kallusdurchmesser zwischen den beiden Versuchsgruppen an. Hierbei ergab sich ein
Durchmesser von 1,7 mm bis 3,4 mm in der Rapamycin-Gruppe sowie von 1,7 mm bis 5,3
mm in der Kontroll-Gruppe. Die resultierenden Mittelwerte (2,4 + 0,4 mm in Rapamycin-
behandelten Tieren, 2,6 = 0,8 mm in Kontrollen) wiesen folglich keinen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf (p > 0,05, Abb. 22).

Zwei Wochen nach Frakturierung ergab auch die quantitative Auswertung der periostalen
Kallusfliche signifikant verminderte Werte nach Rapamycin-Behandlung (0,0 mm? bis 0,7
mm?*, M = 0,1+ 0,2 mmz) im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Tieren (3,2 mm? bis 10,7
mm’, M = 5,3 + 1,9 mm?, p < 0,05). Nach fiinfwochiger Frakturheilung zeigte sich hingegen
eine vergleichbare periostale Kallusfliche ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden
Versuchgruppen (0,0 mm? bis 4,2 mm% M = 1,8 + 1,1 mm’ in der Rapamycin-Gruppe, 0,0
mm? bis 3,9 mm?, M = 1,9 + 1,4 mm®in der Kontroll-Gruppe, p > 0,05, Abb. 22).
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Abb. 22: Rontgenaufnahme der Femora von Rapamycin-behandelten Tieren (obere Reihe) sowie von
unbehandelten Kontroll-Tieren (untere Reihe) nach zweiwdchiger (linke Bildhdlfte), bzw. fiinfwdchiger (rechte
Bildhiilfte) Frakturheilung. Wéhrend nach zwei Wochen in dem Kontrolltier eine ausgeprdgte Kalluswolke
erkennbar ist, weist das Rapamycin-behandelte Tier zu diesem Zeitpunkt keine Kallusformation auf. Im
Gegensatz dazu zeigen nach fiinf Wochen beide abgebildeten Versuchstiere eine knécherne Uberbriickung des

Frakturspaltes ohne signifikante Unterschiede hinsichtlich der Kallusausprdgung.

Um individuelle anatomische Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchstieren zu
beriicksichtigen, wurde der gemessene Kallusdurchmesser zusitzlich in Relation zum
Femurdurchmesser und die gemessene periostale Kallusfliche in Relation zur Gesamtfliche
des Femurs quantifiziert. Hierbei lieBen sich oben erhobene Ergebnisse bestétigen, so dass
sich nach zwei Wochen ein signifikant geringerer relativer Kallusdurchmesser in der
Rapamycin-Gruppe (102 % bis 190 %, M = 122 + 20 %) verglichen mit dem der Kontroll-
Gruppe (198 % bis 281 %, M = 231 + 24 %) zeigte. Der verminderte relative
Kallusdurchmesser nach zwei Wochen korrelierte mit einer minimalen relativen periostalen
Kallusflache nach Rapamycin-Behandlung (0 %), wahrend die relative periostale Kallusfliache
in den entsprechenden Kontroll-Tieren 10 % bis zu 28 % betrug (M = 17 £ 5 %, p < 0,05).
Nach fiinf Wochen konnten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf den relativen
Femurdurchmesser (122 % bis 254 %, M = 164 + 40 % nach Rapamycin-Behandlung, 112 %
bis 356 %, M = 170 = 56 % in Kontrollen, p > 0,05), sowie die relative periostale
Kallusflache (0 % bis 16 %, M = 7 + 4 % nach Rapamycin-Behandlung, 0 % bis 14 %, M =7
+ 5 % in Kontrollen, p > 0,05) festgestellt werden (Abb. 22- 24).
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Abb. 23: Radiologischer Kallusdurchmesser in Relation zum Femurdurchmesser. Die Werte sind als

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).
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Abb. 24: Radiologische periostale Kallusfliche in Relation zur gesamten Femurfliche. Die Werte sind als

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).
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4.4 Biomechanik

Die biomechanische Stabilitdt der verheilten Fraktur wurde durch eine Rotationstestung
quantifiziert. Um individuelle Unterschiede in der GroBe und Beschaffenheit der Knochen
zwischen den einzelnen Versuchtieren zu beriicksichtigen, wurde die Rotationstestung sowohl
am frakturierten rechten Femur als auch an der unfrakturierten linken Gegenseite
durchgefiihrt. Die Messwerte der rechten Seite wurden konsekutiv in Relation zur

entsprechenden linken Gegenseite dargestellt.

Die Rotationstestung der unfrakturierten Femora ergab ein maximales Drehmoment bei
Zerstorung des Knochens von 27,5 Nmm bis 52,5 Nmm, die frakturierten Femora wiesen ein
maximales Drehmoment von 5,0 Nmm bis 17,5 Nmm nach zweiwdchiger Frakturheilung
sowie von 12,5 Nmm bis 37,5 Nmm nach fiinfwochiger Frakturheilung auf. Nach
zweiwochiger Frakturheilung unter téglicher Rapamycin-Applikation zeigte sich ein
vermindertes maximales Drehmoment (M = 7,8 + 2,0 Nmm) im Vergleich zu den
entsprechenden unbehandelten Kontrollen M = 11,6 £ 2,8 Nmm, p < 0,05).
Korrespondierend zu den Ergebnissen der radiologischen Untersuchungen glich sich das
maximale Drehmoment nach fiinf Wochen zwischen den beiden Versuchsgruppen an, so dass
zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede erkennbar waren (24,1 + 8,6 Nmm in

Rapamycin-behandelten Tieren, 23,4 + 4,8 Nmm in Kontrollen, p > 0,05).

Die biomechanische Analyse des maximalen Torsionswinkels bei Zerstorung der Knochen
ergab Werte von 4,5 ° bis 14 ° in unfrakturierten Knochen sowie von 6,0 ° bis 28,5 ° in
Knochen nach zweiwdchiger, bzw. von 2 ° bis 8,5 ° in Knochen nach fiinfwochiger
Frakturheilung. Die statistische Analyse der Messwerte zeigte einen deutlich hoheren
maximalen Torsionswinkel nach zweiwochiger Frakturheilung unter Rapamycin-Behandlung
im Vergleich zu den entsprechenden Kontroll-Tieren (18,2 + 9,4 © versus 9,2 + 3,5 °, p <
0,05). Im Gegensatz dazu waren auch fiir diesen Messparameter keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen nach fiinfwochiger Frakturheilung
erkennbar (4,1 + 1,1 ° in Rapamycin-behandelten Tieren versus 5,4 + 1,8 © in Kontrollen, p >

0,05).

Die Rotationstestung der unfrakturierten Femora ergab eine maximale Torsionssteifigkeit bei

Zerstorung des Knochens von 2,7 Nmm/° bis 6,7 Nmm/°. Die frakturierten Femora wiesen
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eine maximale Torsionssteifigkeit von 0,2 Nmm/° bis 2,1 Nmm/° nach zweiwochiger
Frakturheilung sowie von 2,8 Nmm/° bis 7,5 Nmm/° nach fiinfwochiger Frakturheilung auf.
Unter Rapamycin-Behandlung zeigten die Femora nach zweiwochiger Frakturheilung eine
deutlich verringerte maximale Torsionssteifigkeit (M = 0,6 £ 0,3 Nmm/°) gegeniiber den
Femora ohne Rapamycin-Behandlung (M = 1,4 £ 0,5 Nmm/°, p < 0,05). In Ubereinstimmung
zu den anderen biomechanischen Ergebnissen konnten auch fiir die Torsionssteifigkeit nach
fiinf Wochen keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Versuchsgruppen festgestellt
werden (5,0 £ 1,2 Nmm/° in Rapamycin-behandelten Tieren, 4,6 + 1,3 Nmm/° in Kontrollen,
p > 0,05).

Um eventuelle Differenzen in Beschaffenheit und GréfBe der einzelnen Femora zu
beriicksichtigen, wurden die Ergebnisse in Relation zum entsprechenden unfrakturierten
Femur quantifiziert. Hierbei konnte flir das maximale relative Drehmoment nach
zweiwochiger Frakturheilung ein geringer, allerdings nicht signifikanter Unterschied
zwischen Rapamycin-Gruppe (11 % bis 36 %, M =20 + 8 %) und Kontroll-Gruppe (19 % bis
36 %, M =25+ 6 %, p > 0,05) festgestellt werden. Jedoch zeigte sich in der Rapamycin-
Gruppe ein signifikant hoherer relativer Torsionswinkels bei Zerstorung der Knochen
gegeniiber der Kontroll-Gruppe (93 % bis 622 %, M = 254 £ 159 % versus 62 % bis 193 %,
M = 110 + 55 %, p < 0,05). Korrespondierend dazu ergab sich eine signifikant verringerte
relative Torsionssteifigkeit in Tieren unter Rapamycin-Behandlung gegeniiber den
unbehandelten Kontroll-Tieren (3 % bis 23 %, M =12 + 6 % versus 10 % bis 54 %, M =28 +
14 %, p < 0,05).

Die Quantifizierung des maximalen relativen Drehmomentes und Winkels bei Zerstorung der
Knochen sowie der relativen Torsionssteifigkeit nach fiinfwochiger Frakturheilung zeigte
wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen (relatives
Drehmoment: 31 % bis 88 %, M = 63 £ 19 % in der Rapamycin-Gruppe versus 39 % bis 69
%, M =55 £ 12 % in der Kontroll-Gruppe, p > 0,05; relativer Winkel: 40 % bis 80 %, M = 52
+ 17 % in der Rapamycin-Gruppe versus 39 % bis 84 %, M = 59 + 14 % in der Kontroll-
Gruppe, p > 0,05; relative Torsionssteifigkeit: 67 % bis 375 %, M = 142 £ 92 % in der
Rapamycin-Gruppe versus 60 % bis 110 %, M =95 + 15 % in der Kontroll-Gruppe, p > 0,05)
(Abb. 25).
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Abb. 25: Maximales Drehmoment (schwarze Sdulen) und maximaler Rotationswinkel (weifle Sdulen) bei
Zerstorung des Knochens sowie Torsionssteifigkeit (graue Sdulen) des frakturierten rechten Femurs in Relation
zu den entsprechenden Werten der unfrakturierten Gegenseite. Die Werte sind als Mittelwerte +

Standardabweichung angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).

4.5 Histologie

Die histomorphometrische Auswertung des Frakturkallus erfolgte am sagittalen
longitudinalen Schnittpriparat im Bereich des maximalen Kallusdurchmessers (entsprechend

des maximalen Femurdurchmessers).

Die quantitative Analyse der histologischen Gesamt-Kallusfliche ergab nach zweiwdchiger
Frakturheilung signifikant verminderte Werte unter Rapamycin-Behandlung (2,9 mm? bis
12,9 mm?, M = 8,3 + 3,7 mm?) gegeniiber Tieren ohne entsprechende Behandlung (9,1 mm?
bis 16,3 mm? M = 12,0 £ 2,4 mm? p < 0,05). Nach fiinf Wochen zeigte sich eine
vergleichbare Gesamt-Kallusflache von 8,5 mm? bis 17,4 mm? (M = 12,5 + 3,2 mm?) in
Rapamycin-behandelten Tieren sowie von 3,3 mm? bis 18,0 mm? (M = 9,6 + 4,3 mm?, p >

0,05) in unbehandelten Kontroll-Tieren (Abb. 26).

Um eventuellen Differenzen in der FemurgroBe zwischen den einzelnen Versuchtieren
Rechnung zu tragen, wurde die Kallusfliche zusétzlich in Relation zu dem jeweiligen

Femurdurchmesser im Frakturbereich quantifiziert. Auch im Rahmen dieser Messmethode
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wiesen die Rapamycin-behandelten Tiere nach zweiwdchiger Frakturheilung eine signifikant
geringere relative Kallusfliche im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen auf (2,2 mm bis 7,9
mm, M =54 £ 1,9 mm versus 5,6 mm bis 10,7 mm, M = 8,0 £ 1,5 mm, p < 0,05), wihrend
sich die relative Kallusfliche nach fiinf Wochen zwischen beiden Versuchgruppen anglich
(5,0 mm bis 12,8 mm, M = 7,0 £ 2,7 mm in Rapamycin-behandelten Tieren versus 2,3 mm

bis 7,9 mm, M = 5,8 £ 1,9 mm in unbehandelten Kontrollen, p > 0,05) (Abb. 26-27).

Die Differenzierung der Gewebe-Zusammensetzung innerhalb des Frakturkallus zeigte nach
zwei Wochen in der Rapamycin-Gruppe eine signifikant geringere Fliche an Knochen (0,8
mm? bis 4,8 mm?, M = 2.4 £ 1,2 mm?) verglichen mit der entsprechenden Kontroll-Gruppe
(4,2 mm? bis 8,9 mm? M = 6,0 = 1,5 mm?, p < 0,05). Im Gegensatz dazu waren zu diesem
Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede in der Fliche an Knorpel und Bindegewebe
zwischen Rapamycin-behandelten Tieren und Kontrollen zu erkennen (Knorpel: 0,0 mm? bis
1,6 mm?, M = 0,9 + 0,6 mm? in Rapamycin-behandelten Tieren versus 0,0 mm? bis 1,4 mm?,
M = 0,5 + 0,4 mm? in Kontrollen; Bindegewebe: 0,1 mm? bis 1,6 mm? M = 0,7 £ 0,5 mm? in
Rapamycin-behandelten Tieren versus 0,0 mm? bis 2,7 mm?, M = 0,4 £ 0,9 mm? in
Kontrollen, p > 0,05). Nach fiinfwdchiger Frakturheilung zeigten nahezu alle Versuchtiere
beider Gruppen eine kndcherne Frakturiiberbauung (Knochenflache: 2,3 mm? bis 13,0 mm?,
M = 6,6 + 3,5 mm? in Rapamycin-behandelten Tieren versus 2,2 mm? bis 12,0 mm? M = 6,5
+ 2,9 mm? in Kontrollen, p > 0,05) mit nur minimalem Knorpelanteil (0,0 mm? bis 1,4 mm?,
M = 0,2 + 0,5 mm? in Rapamycin-behandelten Tieren versus 0,0 mm? M = 0,0 = 0,0 mm? in
Kontrollen, p > 0,05) und Bindegewebsanteil (0,0 mm?, M = 0,0 £ 0,0 mm? in Rapamycin-
behandelten Tieren versus 0,0 mm?, M = 0,0 = 0,0 mm? in Kontrollen, p > 0,05) am

Frakturkallus (Abb. 26).

In der Analyse des prozentualen Gewebe-Anteils am Gesamtkallus lieBen sich diese
Ergebnisse reproduzieren. Entsprechend fiihrte die Rapamycin-Behandlung nach zwei
Wochen im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Tieren zu einem signifikant verminderten
prozentualen Anteil an Knochen innerhalb des Frakturkallus (21 % bis 38 %, M =29+ 5 %
versus 37 % bis 64 %, M = 50 = 10 %, p < 0,05), wihrend keine signifikanten Unterschiede
im prozentualen Anteil an Knorpel (1 % bis 22 %, M = 9 £ 6 % in Rapamycin-behandelten
Tieren versus 0 % bis 13 %, M =5 = 4 % in Kontrollen, p > 0,05) und Bindegewebe (3 % bis
15 %, M =9 £ 5 % in Rapamycin-behandelten Tieren versus 0 % bis 24 %, M =4 + 8 % in

Kontrollen, p > 0,05) zwischen den Gruppen ersichtlich waren. Nach flinfwochiger
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Frakturheilung war auch im Rahmen der Analyse des prozentualen Gewebe-Anteils am
Gesamtkallus innerhalb des Frakturkallus in beiden Versuchsgruppen fast ausschlielich
Knochen (21 % bis 75 %, M = 50 £ 15 % in Rapamycin-behandelten Tieren versus 41 % bis
80 %, M = 72 £ 28 % in Kontrollen) und nahezu kein Knorpel (0 % bis 13 %, M =2+ 4 % in
Rapamycin-behandelten Tieren versus 0 %, M = 0 + 0 % in Kontrollen, p > 0,05) und
Bindegewebe (0 %, M = 0 + 0 % in Rapamycin-behandelten Tieren versus 0 %, M =0+ 0 %
in Kontrollen, p > 0,05) nachweisbar (Abb. 26+28).
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Abb. 26: Sagittale longitudinale histologische Femur-Schnittprdparate im Bereich des maximalen
Kallusdurchmessers. Nach zweiwdchiger Frakturheilung unter tiglicher Rapamycin-Behandlung (linke obere
Abbildung) zeigt sich nur eine minimalle Kallusformation, wéihrend zu diesem Zeitpunkt in dem entsprechenden
Kontroll-Tier (rechte obere Abbildung) eine ausgeprigte Kallusreaktion mit dem typischen Bild einer
enchondralen Ossifikation zu erkennen ist (KK: Kortikaler Knochen, GK: Geflechtknochen, Kn: Knorpel, B:
Bindegewebe). Nach fiinf Wochen findet sich sowohl unter Rapamycin-Behandlung (linke untere Abbildung) als
auch ohne entsprechende Behandlung (rechte untere Abbildung) eine komplette Uberbauung des Frakturspaltes
mit Knochen (K), der zu diesem Zeitpunkt einem intensiven Remodeling unterliegt. Entsprechend ist in dieser
Phase der Frakturheilung eine Unterscheidung zwischen neuem Geflechtknochen (GK) und altem kortikalem
Knochen (KK) nicht mehr méglich.
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Abb. 27: Histologische Kallusfliche in Relation zum Femurdurchmesser. Die Werte sind als Mittelwerte +

Standardabweichung angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).
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Abb. 28: Histologische Gewebe-Zusammensetzung des Frakturkallus aus Knochen (schwarze Sdulen), Knorpel
(weifle Sdulen) und Bindegewebe (graue Sdulen). Die Werte sind als Mittelwerte £ Standardabweichung

angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).
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4.6 Western Blot

In der Western-Blot-Analyse liefen sich nach zweiwdchiger Frakturheilung in allen Proben
charakteristische Banden entsprechend des Molekulargewichtes des Proliferationsmarkers

PCNA sowie des angiogenen und osteogenen Wachstumstaktors VEGF nachweisen.

Die densitometrische Auswertung des Western Blot ergab unter Rapamycin-Behandlung eine
signifikant niedrigere Expression von PCNA (9,2 + 2,6 OD*mm’) im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (16,3 + 2,3 OD*mm?, p < 0,05) (Abb.29- 30).

Die quantitative Analyse der Expression von VEGF zeigte ebenfalls eine signifikant
verminderte Signalgebung in Rapamycin-behandelten Tieren (5,7 + 1,3 OD*mm?) verglichen
mit den entsprechenden Kontroll-Tieren (13,7 + 1,8 OD*mm?®) (Abb.29+31).

Kontrollen RAPA

PCNA | s W W o

B-actin ﬁ“‘
VEGF | 4 S - o

B-actin m

Abb. 29: Western-Blot-Analyse der Expression des Proliferationsmarkers PCNA sowie Wachstumsfaktors

VEGF nach zweiwéchiger Frakturheilung. p-Actin diente als Proteinkonzentrationsstandard.
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Abb. 30: Quantitative Analyse der Expression des Proliferationsmarkers PCNA im Western Blot. Die
densitometrisch ermittelte optische Dichte wurde auf gleiche p-Actin-Konzentrationen korrigiert. Die Werte sind

als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).
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Abb. 31: Quantitative Analyse der Expression des Wachstumsfaktors VEGF im Western Blot. Die
densitometrisch ermittelte optische Dichte wurde auf gleiche B-Actin-Konzentrationen korrigiert. Die Werte sind

als Mittelwerte £+ Standardabweichung angegeben (*p < 0,05 versus der entsprechenden Kontroll-Gruppe).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Die Knochenheilung stellt einen komplexen biologischen Prozess dar, der die Interaktion
zahlreicher knochenfremder Gewebetypen, wie etwa des periossdren Weichteilgewebes, des
Periosts oder des GefaBsystems erfordert. Aufgrund des komplexen Ortlichen und zeitlichen
Zusammenspiels der verschiedenen Phasen der Frakturheilung und aufgrund der schlechten
Reproduzierbarkeit des ossdren ,,micro-environments sind in-vitro-Untersuchungen zur
Knochenbruchheilung nur sehr begrenzt aussagekréftig (Friedman et al., 1996). Daher wurde

der Einfluss von Rapamycin auf die Frakturheilung im Tiermodell untersucht.

Die Maus besitzt im Gegensatz zum Menschen kein Havers-System. Dies kann durchaus als
Nachteil fiir die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Studien an der Maus auf den Menschen
angesehen werden. Dennoch weist die Ausbildung so genannter Resorptionshohlen im
Rahmen der Frakturheilung an der Maus Analoga mit dem Remodeling iiber das Havers-
System auf (Nunamaker, 1998). Des Weiteren haben wir uns fiir die Durchfiihrung der Studie
an der Maus aufgrund der relativ geringen Haltungs- und Zuchtkosten und somit einer guten
Realisierbarkeit groBer Gruppenstidrken entschieden. Zusitzlich ist von Vorteil, dass das
Genom der Maus bereits in seiner Gesamtheit entschliisselt ist und folgend auch fiir keine
andere Spezies ein derart gro3es Spektrum transgener Stimme sowie spezifischer Antikorper
verfiigbar ist (Rossant & Nagy, 1995). Bereits zuvor wurde von unserer Arbeitsgruppe daher
ein leicht reproduzierbares Mausmodell entwickelt (Holstein et al., 2007a), was fiir

Folgeversuche beispielsweise an Knock-Out-Tieren herangezogen werden kann.

Das verwendete Tiermodell ist bereits publiziert (Holstein et al., 2007a) und in
vorangegangenen Studien erfolgreich angewendet worden (Holstein et al., 2007b). Das
Modell wurde als Modifikation herkémmlicher Pin-Osteosynthese-Modelle entwickelt
(Bourque et al., 1992; Hiltunen et al., 1993b; Manigrasso & O'Connor, 2004; Street et al.,
2002). Die Vorteile von Frakturmodellen mit intramedulldrer Pin-Osteosynthese liegen in
dem relativ einfachen und kleinen Zugangsweg (parapatellare Hautinzision in einer Lénge
von etwa 4 mm), so dass die geschlossene Frakturierung und Implantateinbringung im
Vergleich zu offenen Frakturmodellen nur einen minimalen Weichteilschaden verursacht. Da

die mechanischen Gegebenheiten im Frakturspalt einen enormen Einfluss auf die
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Knochenbruchheilung haben (Claes et al., 1998), sind die Ergebnisse von Studien mit
instabiler Pin-Osteosynthese nur begrenzt aussagekriftig. Um das ,,mechanical environment*
innerhalb des Frakturspaltes zu standardisieren, entwickelte unsere Arbeitsgruppe daher
erstmals ein geschlossenes rotationsstabiles Osteosyntheseverfahren fiir das Mausefemur.
Durch das hier angewendete Verriegelungsmarknagel-Modell gelang wuns eine
Frakturstabilisierung, durch die sich die biomechanischen Einflussfaktoren auf die
Frakturheilung  weitgehend standardisieren lassen. Neben dem  beschriebenen
Verriegelungsmarknagel-Modell gewihrleistet bis dato an der Maus nur der Fixateur externe
eine suffiziente Rotationsstabilitdt (Cheung et al., 2003). Die Nachteile dieses Modells liegen
in dem hohen Implantatgewicht mit konsekutiver Behinderung des normalen
Bewegungsablaufes der Maus und in einer anspruchsvollen und aufwendigen
Operationstechnik. Da die Pins offen eingebracht werden miissen, besitzt dieses Verfahren
eine deutlich hohere Invasivitit als die Marknagelung. Zudem haben kleine
Materialunterschiede des Fixateurs grole Auswirkungen auf die Frakturstabilitit, was eine
vorangehende aufwendige mechanische Materialtestung notig macht. Einschrinkend muss
allerdings festgehalten werden, dass das hier beschriebene Verriegelungsmarknagel-Modell
im Gegensatz zu Frakturmodellen, in denen ein Fixateur externe benutzt wird, keine axiale
Stabilitdit nach Frakturversorgung gewihrleistet und auflerdem zu einer stirkeren

Beeintrachtigung des Markraumes fiihrt.

Die meisten Frakturstudien an der Maus werden an Femur— sowie Tibiamodellen
durchgefiihrt. Die anatomischen Nachteile der Tibiamodelle sind in dem geringen, nach distal
abnehmenden, dreieckigen Knochenquerschnitt zu sehen, der eine mangelhafte
Vergleichsmoglichkeit fiir unterschiedliche Frakturlokalisationen bietet und eine
biomechanische Testung erschwert. Zudem bedingt die kaum vorhandene Muskel- und
Weichteildeckung der Tibia eine hohere Infektgefahr und schlechtere Blutversorgung im
Vergleich zu Femurmodellen. Allerdings ist in diesem Zusammenhang anzumerken, dass die
Frakturierung aufgrund der geringen Weichteildeckung in Tibiamodellen grundsétzlich
einfacher durchzufiihren ist (Cheung et al., 2003). Dennoch gewihrleistete die Anwendung
einer stumpfen Guillotine in unserem Femurmodell einen reproduzierbaren standardisierten
Frakturverlauf bei minimalem Weichteilschaden. Durch den vor Frakturierung eingebrachten
Fiihrungsdraht war erstmals in einem geschlossenen Femur-Frakturmodell an der Maus eine
Implantateinbringung vor Frakturierung nicht erforderlich, so dass unser Modell ein

klinisches Trauma-Szenario widerspiegelt.
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Der Femurschaft unterliegt als funktionell belasteter Knochen sowohl Biege- und Schub-, als
auch Torsionsbewegungen, die sich unter Belastung im Sinne einer physiologischen
Kraftverteilung gleichméBig auf die Frakturzone und das Implantat verteilen (Radasch, 1999).
Da die Versuchstiere ein bis drei Tage nach Frakturierung einen physiologischen
Bewegungsablauf aufwiesen, ist davon auszugehen, dass die Extremitdt postoperativ bei
stabiler Osteosynthese addquat belastet wurde. Bei Totung der Tiere zeigten sich in den
Kontroll-Tieren keine Anzeichen von Wund- oder Knochenheilungsstorungen, Infekten oder
sonstigen Pathologien bei standardisiert reproduzierbarer Frakturheilung. Entsprechend der
histologischen Auswertung fiihrte das beschriebene Modell in den unbehandelten Kontroll-
Tieren zu einem typischen sekunddren Frakturheilungsverlauf mit membrandser und
enchondraler Ossifikation. Retrospektiv kann das gewdhlte Tiermodell somit ohne
wesentliche Einschrinkungen als reproduzierbar und fiir die Fragestellung geeignet beurteilt

werden.

Auf Grundlage der Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen ( Bourque et al., 1992; Hiltunen et al.,
1993a) wurden die Versuchstiere in der hier vorgestellten Arbeit nach zwei bzw. fiinf Wochen
post operationem getotet, um die Knochen fiir die weitere Auswertung zu explantieren. Die
entsprechenden Standzeiten basieren auf der Intention, sowohl den kurzfristigen, als auch den
langfristigen Einfluss von Rapamycin auf die Frakturheilung zu untersuchen. Bei der Maus
verlduft die Knochenregenerationsrate wesentlich schneller als beim Menschen (Bourque et
al., 1992). Manigrasso und O’Connor analysierten 2004 in einem Marknagel-Modell den
zeitlichen Ablauf der Frakturheilung an der Maus (Manigrasso & O'Connor, 2004). Hierbei
zeigte sich eine maximale Kallusbildung nach zwei Wochen. Entsprechend wurde dieser
Zeitpunkt in unserer Studie fiir die Untersuchung der frithen Frakturheilung gewahlt. Nach 28
Tagen wiesen in der erwidhnten Studie die meisten Versuchstiere eine kndcherne
Durchbauung des Frakturkallus auf, wéhrend sich der Knochen nach einer Dauer von sechs
Wochen in der Phase des Remodeling befand. Demzufolge wurde der Zeitpunkt von flinf

Wochen fiir die Untersuchung der spaten Phase der Frakturheilung gewihlt.

In den meisten Frakturmodellen wird die Knochenbruchheilung nach definierten
Zeitabschnitten mit radiologischen, biomechanischen und histologischen Methoden

analysiert.
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Um die biomechanischen, histologischen und proteinbiochemischen Untersuchungen in
unserer Studie durchzufiihren, mussten die Versuchstiere getdtet werden. Grundsétzlich ist es
jedoch moglich, mit verschiedenen Bildgebungsverfahren die Frakturheilung auch am
lebenden Tier zu analysieren. Mikro-PET- und Mikro-MRT-Untersuchungen, aber auch
innovative Verfahren der molekularen Bildgebung wie etwa Biolumeneszenz- oder
Nukleartomographie erdffnen neue Moglichkeiten der Darstellung von Gewebemorphologie,
Genexpression, Proteindegradation, Zellmigration und Zelltod in lebenden Tieren (Lee et al.,
2008; Lu et al, 2005; Zachos et al., 2007). Etablierte Standardverfahren der
Knochenbildgebung sind jedoch hochauflosende Rontgenaufnahmen und 2D- sowie 3D-
Mikro-CT-Untersuchungen. Mittels konventioneller Rontgenaufnahmen ist es moglich, Grofle
und radiologische Dichte des Kallusgewebes sowohl in vivo als auch am resezierten Knochen
zu analysieren (Augat et al., 2005; Garcia et al. 2008; Holstein et al., 2007b). In unserer
Studie verwendeten wir die konventionelle Rontgendiagnostik, um die Pinlage nach
Frakturversorgung sowie vor Totung der Versuchstiere zu kontrollieren. Die
Rontgenaufnahmen vor Totung der Versuchstiere dienten zudem der quantitativen Analyse
der KallusgroBe. Eine signifikante Korrelation der radiologischen und histologischen

Ergebnisse bestitigt die Eignung dieser Messmethode fiir die Untersuchung der Kallusgrofe.

Die quantitative histologische Auswertung (Histomorphometrie) des Frakturkallus stellt die
Standardmethode in der Untersuchung der Frakturheilung dar (Gerstenfeld et al., 2005). Um
standardisierte histomorphometrische Analysen zu gewihrleisten, filhrten wir unsere
Untersuchungen gemifl den Empfehlungen zu Messparametern und Nomenklatur der
ASBMR durch (Parfitt et al., 1987). In Ergdnzung zu histomorphometrischen Untersuchungen
ermoglichen immunhistochemische Analysen die in-situ-Detektion von Proteinen wie
Zytokinen und Zellmarkern innerhalb des Frakturkallus (Holstein et al., 2007b). Aufgrund der
heterogenen dreidimensionalen Struktur des Frakturkallus ist es schwierig, die verschiedenen
Gewebstypen standardisiert in zweidimensionalen Schnittpriparaten zu analysieren.
Longitudinale Schnittpréparate im Bereich des maximalen Femurdurchmessers ermdglichen
hierbei dennoch eine reproduzierbare und reprisentative Darstellung der KallusgroBBe sowie
der Gewebezusammensetzung des Frakturkallus. Entsprechend wihlten wir in Anlehnung an
vergleichbare Frakturstudien an Maus und Ratte eine longitudinale middiaphysére
Schnittfiihrung, um den Frakturkallus histomorphometrisch auszuwerten (Gerstenfeld et al.,
2005). Grundsétzlich besteht die Moglichkeit, sowohl calcificierten als auch decalcificierten

Knochen histologisch aufzuarbeiten (Gerstenfeld et al., 2005). Die histologischen
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Untersuchungen in dieser Studie wurden am decalcificierten Knochen durchgefiihrt, da so die
Option einer zusitzlichen immunhistochemischen Farbung der Schnittpriparate besteht. Ein
Nachteil histomorphometrischer Analysen am decalcificierten Knochen liegt darin, dass

Aussagen zum Kalksalzgehalt des Knochens schwer moglich sind.

Generell stehen fiir die biomechanische Knochentestung drei etablierte Verfahren zur
Verfiigung: Die 3-Punkt-Biegung, die 4-Punkt-Biegung und die von uns verwendete
Rotationstestung (Burstein & Frankel, 1971). Der Nachteil der 3-Punkt-Biegung liegt in der
maximalen Belastung iiber nur einem Punkt des Knochens (Burstein & Frankel, 1971). Im
Gegensatz dazu wird bei der 4-Punkt-Biegung die maximale Kraft iiber eine grofBere Flache
verteilt (Burstein & Frankel, 1971). Bei einer durchschnittlichen Lénge des Mausefemurs von
etwa 15 mm (Manigrasso & O'Connor, 2004) ist die Verwendung einer 4-Punkt-Biegung
technisch schwer umsetzbar. In beiden biomechanischen Biegungstestungsverfahren ist von
Nachteil, dass nur ein geringfiigiges Verdrehen des Knochens ausreicht, um die Prédzision und
Wiederholbarkeit der Testung stark einzuschridnken (Lind et al., 2001). Der Vorteil der
Rotationstestung liegt darin, dass hier leichte Verdnderungen in der Knochengeometrie keine
wesentlichen Auswirkungen auf eine gleichméBige Verteilung des Drehmomentes iiber die
gesamte Liange des Femurs und somit auf die Quantifizierung der Rotationssteifigkeit haben
(Lind et al., 2001). Folglich sehen wir in der Rotationstestung eine geeignete Messmethode

zur Untersuchung der biomechanischen Eigenschaften des heilenden Knochens.

Zur Erfassung der Zellproliferation im Bereich des Frakturkallus haben wir uns fiir einen
Nachweis des Proliferationsmarkers PCNA mittels Western Blot entschieden. Wie in jedem
regenerierenden Gewebe stellt auch wihrend der Knochenheilung die Zellproliferation den
zentralen Regenerationsprozess dar. Zellproliferation kann im Frakturkallus durch einen
Antikorper gegen PCNA nachgewiesen werden, welches von der frithen G1-Phase bis zur S-
Phase exprimiert wird. Wahrend der G2- und M-Phase nimmt die Expression von PCNA ab.
Rapamycin hemmt den Zellzyklus vor allem durch eine Down-Regulation von Cyclin DI in
der Gl-Phase (Albers et al., 1993). Auch wenn die Spezifitit von PCNA als
Proliferationsmarker aufgrund seiner hohen Expressionsrate wihrend der verschiedenen
Phasen des Zellzyklus teilweise kontrovers diskutiert wurde (McCormick et al., 1993),
konnten Wildemann et al. zeigen, dass PCNA einen zuverldssigen Marker zur Analyse der
Zellproliferation wihrend der Frakturheilung darstellt (Wildemann et al., 2003). Iwaki et al.

konnten im Frakturkallus der Ratte eine vermehrte PCNA-Expression bis zum 14. Tag nach
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Frakturierung nachweisen (Iwaki et al., 1997). Entsprechend dieser Studie analysierten wir
die Expression von PCNA in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nach zweiwdchiger

Frakturheilung.

VEGEF stellt einen Hauptangriffspunkt von Rapamycin dar (Guba et al., 2002), so dass wir
eventuelle Auswirkungen von Rapamycin auf die Expression von VEGF wihrend der
Frakturheilung mittels Western Blot untersuchten. Street et al. konnten zeigen, dass VEGF
eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Einsprossung von Gefdlen in den Frakturkallus und
der Calcificierung des Frakturkallus spielt (Street et al., 2002). Da sowohl Vaskularisierung
als auch Calcificierung des Frakturkallus an der Maus nach etwa zweiwochiger
Frakturheilung zu beobachten sind, analysierten wir die Expression von VEGF am Tag 14

nach Frakturierung.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Rapamycin wird bereits als viel versprechendes Immunsuppressivum in der
Transplantationsmedizin eingesetzt (Podbielski & Schoenberg, 2001; Trotter, 2003). Es wird
in der Kardiologie aber ebenso zur Beschichtung koronarer Stents verwendet, da es aufgrund
seiner antiangiogenen Eigenschaften erfolgreich eine Restenosierung verhindert (Muller et al.,
2002). Des Weiteren wurde in mehreren tierexperimentellen Studien eine wirksame
Hemmung des Tumorwachstums sowie der Tumormetastasierung durch Rapamycin
nachgewiesen (Guba et al., 2002; Guba et al., 2005), so dass Rapamycin als antiangiogenes
Medikament bald auch in der Onkologie einen weiteren Anwendungsbereich finden kdnnte.
Vor diesem Hintergrund ist davon auszugehen, dass im Laufe der nichsten Jahre die Zahl der

Patienten, die mit Rapamycin therapiert werden, weiter steigen wird.

Osteoporose und damit verbundene Frakturen sind eine der Hauptkomplikationen nach
Organtransplantationen, die Lebensqualitit und Prognose der Patienten massiv
beeintrachtigen (Navasa et al., 1996). Da es sich bei Transplantatempfangern hiufig um
jingere aktive Patienten handelt, sind neben osteoporotisch bedingten Frakturen aber auch
traumatische Knochenbriiche keine Seltenheit. Entsprechend ist davon auszugehen, dass in

Folge einer weiter steigenden Zahl an Organtransplantationen und einer zunehmenden Rate an



76 Diskussion

Rapamycin-Applikationen auch die Anzahl der Patienten, die unter einer Rapamycin-

Medikation eine Fraktur erleiden, wachsen wird.

Eine ImplantatabstoBung kann nach wie vor nur durch eine konsequente Immunsuppression
verhindert werden. Obwohl in mehreren Studien eine Interaktion immunsuppressiver
Medikamente wie Cyclosporin A oder Tacrolimus (FK506) mit dem Knochenstoffwechsel
gezeigt wurde (Compston, 2003; Stempfle et al., 2002; Vossen et al., 2005), scheint
Cyclosporin A und FK506 keinen negativen Einfluss auf die Frakturheilung auszuiiben
(Voggenreiter et al., 2005; Warren et al., 1985). Nach 16 Wochen Frakturheilung unter
Cyclosporin-Applikation konnte im Rattenmodell sogar eine signifikant erhdhte

Torsionssteifigkeit des heilenden Femurs aufgezeigt werden (Warren et al., 1985).

Wie bereits erwihnt, besitzt Rapamycin nicht nur immunsuppressive Eigenschaften, sondern
wirkt iiber eine Hemmung von VEGF zusétzlich antiangiogen (Guba et al., 2002). Dies ist
von besonderer Bedeutung, da VEGF eine wichtige Rolle bei der Formation und
Mineralisierung neuen Knochens (Amizuka et al., 2003; Geiger et al., 2005) sowie der
Gefilneubildung im Rahmen der Frakturheilung spielt (Li et al., 2005). Ob Rapamycin
folglich ein knochenschidigendes Potential besitzt, bzw. die Knochenbruchheilung

beeinflusst, war bislang v6llig unbekannt.

Radiologisch, histologisch und biomechanisch zeigte sich in der hier vorgestellten Arbeit eine
deutliche Storung der frithen Frakturheilung durch eine tigliche Applikation von Rapamycin.
So ergab sowohl die radiologische als auch die histomorphometrische Auswertung eine
signifikant verminderte Kallusfliche nach zweiwdchiger Frakturheilung unter Rapamycin-
Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-Tieren. In der histomorphometrischen
Untersuchung des Frakturkallus liel sich zu diesem Zeitpunkt zudem ein signifikant
geringerer Anteil an Knochen unter Rapamycin-Behandlung nachweisen. Diese
morphometrischen Ergebnisse korrespondierten mit einer signifikant verminderten

Torsionssteifigkeit des Frakturkallus in der biomechanischen Testung der Knochen.

Von anderen Arbeitsgruppen wurden bereits die Einfliisse von Rapamycin auf den sich im
Wachstum befindlichen Knochen bzw. auf die osteogene Differenzierung mesenchymaler
Knochenmarks- und Stromazellen dargestellt (Alvarez-Garcia et al., 2007; Singha et al.,

2008). Alvarez-Garcia et al. zeigten, dass Rapamycin in heranwachsenden Ratten das
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Knochenwachstum  massiv beeintrachtigt (Alvarez-Garcia et al., 2007).
Chondrozytenproliferation und Neovaskularisation spielen eine mafBigebliche Rolle im
enchondralen Ossifikationsprozess des Knochenwachstums (Alvarez-Garcia et al., 2007).
Unter Rapamycin-Applikation stellte sich die Proliferationszone der Wachstumsfuge als
ungeordnet unter Verlust der iiblichen Sdulenkonfiguration der Knorpelzellen dar (Alvarez-
Garcia et al., 2007). AuBlerdem wurde ein signifikanter Grofenverlust der Chondrozyten
Rapamycin-behandelter Tiere verbunden mit einer verminderten Proliferationsrate festgestellt
(Alvarez-Garcia et al., 2007). In diesem Zusammenhang scheint Rapamycin den Prozess der
Reifung und Hypertrophie von Chondrozyten zu beeinflussen und somit den Abbau von
Chondrozyten in der Wachstumsfuge zu verhindern. Der Prozess der enchondralen
Ossifikation in der Frakturheilung und dem Knochenwachstums weist zahlreiche Homologien
auf, so dass die gestorte Frakturheilung und das beeintrichtigte Knochenwachstum unter

Rapamycin-Behandlung auf vergleichbaren Pathomechanismen beruhen konnten.

Singha et al. konnten in vitro zeigen, dass Rapamycin iiber eine Inhibierung von mTOR die
Expression verschiedener Osteoblasten-Marker, wie etwa alkalische Phosphatase (ein
frithzeitiger ~Differenzierungsmarker), Osteocalcin, bone sialoprotein (beide spéte
Differenzierungsmarker), Osterix (ein Osteoblasten-spezifischer Transskriptionsfaktor), aber
auch die Mineralisationsleistung von Osteoblasten beeintridchtigt (Singha et al., 2008).
Rapamycin scheint dabei die Osteoblastenproliferation und -differenzierung iiber eine
Downregulation des Transkriptionsfaktors Runx2 zu hemmen (Singha et al., 2008).
Entsprechend dieser Ergebnisse muss davon ausgegangen werden, dass Rapamycin iiber eine
Beeinflussung der Osteoblastenproliferation und —differenzierung die Frakturheilung stort.
Die proteinbiochemischen Analysen des Frakturkallus in unserer Studie zeigten nach
zweiwochiger  Frakturheilung  eine  signifikant  verminderte = Expression  des
Proliferationsmarkers PCNA unter tdglicher Rapamycin-Applikation im Vergleich zu
unbehandelten Kontroll-Tieren. Diese Ergebnisse bestdtigen, dass Rapamycin die
Zellproliferation innerhalb des Frakturkallus hemmt. Phornphutkul et al. konnten im
Gegensatz dazu keine Effekte von Rapamycin auf die Zellproliferation von Chondrozyten
unter Verwendung des Proliferationsmarkers BrdU (Bromodeoxyuridin) nachweisen
(Phornphutkul et al., 2008). Wihrend der Frakturheilung wird PCNA in periostalen Zellen
sowie in proliferierenden Chondroblasten, Osteoblasten und Endothelzellen exprimiert.
(Iwaki et al., 1997). Entsprechend ist eine Proliferationshemmung der beschriebenen

Zelltypen durch Rapamycin zu diskutieren.
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Neben einer verminderten Expression des Proliferationsmarkers PCNA ergaben die Western-
Blot-Analysen zudem eine Minderexpression des osteogenen und angiogenen
Wachstumsfaktors VEGF. Als Ursache des reduzierten VEGF-Gehaltes innerhalb des
Frakturkallus ist entweder eine geringere Anzahl an VEGF-exprimierenden Zellen oder eine
herabgesetzte Expressionsrate der VEGF-produzierenden Zellen zu diskutieren.
Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass nach zweiwdchiger Frakturheilung in der
Maus VEGF vor allem von hypertrophen Chondrozyten, aber auch von proliferierenden
Endothelzellen und Osteoblasten exprimiert wird (Carlevaro et al., 2000). In unserer
histomorphometrischen Analyse der Gewebskomposition des Frakturkallus fanden wir einen
minimal erh6éhten Anteil an Knorpelgewebe bei einer signifikant verminderter Fraktion an
Knochengewebe nach zweiwochiger Frakturheilung unter Rapamycin-Behandlung verglichen
mit den unbehandelten Kontroll-Tieren. Entsprechend dieser Ergebnisse konnte eine
Reduktion der Anzahl VEGF-produzierender proliferierender Osteoblasten durch Rapamycin
fiir den verminderten VEGF-Gehalt im Frakturkallus verantwortlich sein. Eine Hemmung der
Osteoblasten-Proliferation durch Rapamycin legen auch die proteinbiochemischen Analysen
der PCNA-Expression innerhalb des Frakturkallus nahe, die eine signifikant reduzierte
Zellproliferationsrate im Frakturkallus anzeigen. Der zweite Erkldrungsansatz fiir die
geringere VEGF-Konzentration im Frakturkallus nach Rapamycin-Behandlung ist eine
herabgesetzte VEGF-Expressionsrate innerhalb der einzelnen Zellen. So konnte im
Rattenmodell gezeigt werden, dass Rapamycin zu einer reduzierten VEGF-Expression von
hypertrophen Chondrozyten innerhalb der Wachstumsfugen fiihrt (Alvarez-Garcia et al.,
2007). Diese These wird zudem von in-vitro-Studien bestitigt, die ebenfalls von einer
Hemmung der zelluldiren VEGF-Produktion und -Sekretion durch Rapamycin berichten
(Guba et al., 2002).

Grundsitzlich stellt VEGF einen essentiellen Wachstumsfaktur wéhrend der Frakturheilung
dar. Unmittelbar nach der Frakturierung eines Knochens setzt in der Frakturzone eine starke
Zellproliferation vor allem von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, Makrophagen
und Mastzellen verbunden mit einer iiberschieBenden Kapillareinsprossung ein. Diese
Neovaskularisation dient nicht nur der Nutrition vorhandener Zellen, sondern fiihrt ebenso zu
einem ,Einschwemmen® sowie zur Proliferation mesenchymaler Zellen aus dem
GefaBendothel (Tremain et al., 2001). Fiir diese frithe Neovaskularisation ist hauptsichlich
der proangiogene Wachstumsfaktor VEGF verantwortlich (Street et al., 2002). Entsprechend



79 Diskussion

konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des VEGF-Rezeptors das Einsprossen von
BlutgefdBlen in die Frakturzone nahezu vollstindig unterdriickt (Gerber et al., 1999; Street et
al., 2002). Vor diesem Hintergrund ist davon auszugehen, dass auch eine Rapamycin-
vermittelte Hemmung von VEGF die Neovaskularisation wéhrend der frithen Phase der
Frakturheilung beeintrachtigt. Diese These wird zudem durch in-vitro-Studien gestiitzt, in
denen Rapamycin die VEGF-abhidngige Formierung tubuldrer Endothelzellen aus dem
Nabelschnur-Blut (human umbilical cord vein endothelial cells, HUVEC) inhibierte (Guba et
al.,, 2002; Ferrara, 1995). Da das EinsprieBen neuer Blutgefifle iiberdies hinaus fiir die
Weiterdifferenzierung mesenchymaler Zellen im Rahmen der enchondralen Ossifikation von
grofler Bedeutung ist (Caplan, 1990), diirfte die antiangiogene Wirkung von Rapamycin

indirekt auch die Differenzierung und Proliferation mesenchymaler Zellen beeinflussen.

Im weiteren Verlauf der Frakturheilung ist VEGF fiir die Resorption von hypertrophem
Knorpelgewebe verantwortlich. So konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass eine
Blockierung von VEGF zu einer signifikant verzogerten Rekrutierung und Differenzierung
von Mediatoren der Knorpelresorption sowie zu einer Hemmung von Chondroklasten fiihrt
(Gerber et al., 1999). Uberdies hinaus scheint eine Hemmung von VEGF eine signifikante
Reduktion der noduldren Osteoblastenformierung sowie der osteoblastiren Produktion
alkalischer Phosphatase zu bewirken, woraus wiederum die, in unserer Studie beobachtete,
Abnahme des Gesamtkallusvolumens sowie des knochernen Anteils am Kallus resultieren

konnte (Street et al., 2002).

Schaffer et al. konnten zeigen, dass eine systemische Gabe von Rapamycin auch die dermale
Wundheilung durch eine Inhibierung von VEGF beeintrichtigt (Schaffer et al., 2007). So fand
sich die VEGF-Expression in Hautldsionen unter Rapamycin-Behandlung stark herabgesetzt,
wobei davon auszugehen ist, dass Rapamycin die Wundheilung vor allem in den oberen
Hautschichten iiber eine VEGF-Inhibierung beeinflusst, weniger jedoch die

Kollagenformation in den tieferen Hautschichten (Schaffer et al., 2007).

Im Gegensatz zu den ersten zwei Wochen konnte nach fiinfwochiger Frakturheilung keinerlei
Beeintrachtigung der Frakturheilung durch die Rapamycin-Applikation festgestellt werden.
Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass die Frakturheilung nach fiinf Wochen an der Maus
bereits grofitenteils abgeschlossen ist, und dass dadurch Effekte von Rapamycin auf die

Knochenbruchheilung zu diesem spiten Zeitpunkt nicht mehr detektierbar sind.
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Andererseits konnte die spezifische Hemmung von T-Zellen innerhalb des bindegewebigen
Frakturkallus durch Rapamycin die Frakturheilung im spéteren Verlauf beschleunigen. So ist
aus verschiedenen Studien bekannt, dass sich der bindegewebige Frakturkallus im Rahmen
von verzogerten Frakturheilungsverldufen grofStenteils aus T-Lymphozyten zusammensetzt
(Andrew et al., 1994; Santavirta et al., 1992). Im Rahmen der zeitgerechten physiologischen
Frakturheilung finden sich T-Zellen initial in der Frakturzone innerhalb des
Granulationsgewebes. Im weiteren Verlauf der Knochenbruchheilung hingegen verschwindet
dieser Zelltyp, so dass in Bereichen, in denen sich Knochen- und Knorpelgewebe formiert hat,
keine T-Zellen mehr nachgewiesen werden konnen. Uber die Hemmung von mTOR inhibiert
Rapamycin den Zellzyklus von aktivierten T-Zellen, was zu einer Suppression der S6-
Proteinkinase-vermittelten Proteinsynthese sowie der Interleukin-2-vermittelten T-Zell-
Proliferation fiihrt (Sigal & Dumont, 1992). Entsprechend konnte durch Rapamycin ein
Abbau des bindegewebigen Kallusanteils gefordert werden. Demzufolge stellen wir die
Hypothese auf, dass der initiale negative Effekt von Rapamycin auf die Knochenbruchheilung
aufgehoben wird und so die primédr gestorte Frakturheilung {iber eine T-Zell-Hemmung im

spéteren Verlauf beschleunigt wird.
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Abb. 32: Flussdiagramm: Potentielle Angriffspunkte von Rapamycin in der Frakturheilung

5.3 Schlussfolgerungen

1. Das angewandte Tiermodell erwies sich als zuverldssig, um die Frakturheilung zu
tiberpriifen und die Fragestellung dieser Studie zu beantworten. Die entsprechenden
radiologischen, biomechanischen, histologischen und proteinbiochemischen
Auswertemethoden lieferten reproduzierbare und untereinander vergleichbare Daten.
Hierbei zeigte sich eine Korrelation der biomechanischen Eigenschaften des

Frakturkallus mit der radiologisch und histomorphometrisch bestimmten Kallusfldche.
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2. Sowohl die biomechanischen Messungen als auch die histologischen und

radiologischen  Untersuchungen zeigten in beiden Versuchsgruppen eine
fortgeschrittene Frakturheilung sowie eine hohere Stabilitit des Knochens nach
finfwochiger Knochenbruchheilung verglichen mit den Ergebnissen nach

zweiwochiger Frakturheilung.

. Nach zweiwdchiger Frakturheilung ergab die radiologische, biomechanische und

histomorphometrische =~ Auswertung eine  massive  Beeintrichtigung  der
Knochenbruchheilung unter tiglicher Rapamycin-Behandlung. Hiermit verbunden war
eine signifikant verminderte Expression des angiogenen und osteogenen
Wachstumsfaktors VEGF sowie des Proliferationsmarkers PCNA in den

proteinbiochemischen Analysen.

Im Gegensatz zu den ersten zwei Wochen zeigten sich nach fiinfwochiger
Frakturheilung keinerlei Unterschiede in der radiologischen, biomechanischen und
histomorphometrischen Auswertung der Frakturheilung zwischen Rapamycin-

behandelten Tieren und unbehandelten Kontrollen.
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