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Zusammerfaing

1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Deutsche Zusammenfassung

In der Bundesrepublik Deutschland werden pro Jaia 50000 Patienten aufgrund einer
Fraktur stationar aufgenommen und behandelt [1¢tZTeiner Vielzahl an technischen
Verbesserungen und Fortschritten bei der BehandhangFrakturen kommt es nach wie
vor bei ca. zehn Prozent der Knochenbriiche zu rFalegzdgerter oder ausbleibender
Frakturheilung [2]. Die Grinde hierfir sind derzeibch unzureichend bekannt. Die
Frakturheilung stellt einen komplexen Prozess oladessen Verlauf eine Vielzahl von
Molektlen in einer zeitlich geregelten Abfolge nmi@nder interagiert. Zum besseren
Verstandnis dieser Prozesse sowie zur Erprobungrn@ierapieansatze stellt das
Tiermodell eine unabdingbare Voraussetzung dar. révih tierexperimentelle

Untersuchungen zur Frakturheilung in der Vergangeénh a. an Grolitieren wie Schafen
oder Schweinen durchgefihrt wurden, ist die Maus rmunehmend ins Zentrum

traumatologischer Forschung gertckt. Aufgrund defRgn Anzahl von Antikérpern und

Primern sowie der Verfugbarkeit transgener Tierd Kmock-out-Stammen ist die Maus

insbesondere zur Analyse der molekularen Ablaufd-cekturheilung sehr gut geeignet.

Wahrend bei der osteosynthetischen Versorgung rhidser Frakturen und bei

Grof3tiermodellen eine stabile Osteosynthese seisténdlich ist, wurden Frakturen bei
der Maus bis dato instabil versorgt oder Uberhaigiit stabilisiert. Da die mechanische
Stabilitat selbst einen grof3en Einfluss auf diekfendneilung hat, ist jedoch auch bei der
Maus eine stabile osteosynthetische Versorgungst@mdardisierte und reproduzierbare
Frakturstudien von entscheidender Bedeutung. Auafijrides Mangels an stabilen
Osteosynthesetechniken fir Mause soll in der hegliegenden Arbeit nun ein stabiles
Osteosyntheseverfahren in Form eines neuen, veltéegMarknagels flr das Femur der

Maus entwickelt werden.
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Der LockingMouseNail (LMN) wurde basierend auf 3@Kenstruktionen voru-CT-
Aufnahmen eines Mausefemur geplant und konstrutartbesteht aus einem Marknagel
sowie zwei Verriegelungspins, die Uber einen ebsrdam System gehérenden Zielarm in
das Femur eingebracht werden. An den Zielarm kondes Weiteren verschiedene
Sagelehren angebracht werden, mit deren Fuhrungr uverwendung einer Gigli-

Drahtsége definierte Segmentdefekte erzeugt wekdienen.

In einer zunachst durchgefihrten biomechanischewiex Analyse an Kadaverfemora
zeigte der LMN eine signifikant hohere Steifigkais eine bisher zumeist verwendete

intramedullare Stabilisierung mittels eines Drahgpi

In der im Anschluss durchgefuhrten in vivo Studierde die Frakturheilung bei insgesamt
42 CD-1 Mausen mit Segmentdefekten von 0,00mm,n25und 2,00mm der rechten
Femora untersucht. Die Analyse der Frakturheilarfglgte bei Tieren mit 0,00mm und
0,25mm Osteotomiespalt nach zwei und funf Wochewiesdei Tieren mit 2,00mm
Osteotomiespalt nach finf und zehn Wochen mittelsmBchanik, Radiologie und

Histologie (n=7 pro Gruppe und Zeitpunkt).

Bei der biomechanischen Testung mittels Dreipumkfiopng zeigte sich bei Tieren mit
einem Frakturspalt von 0,00mm und 0,25mm nach eichen Analysezeitraum eine
biomechanisch stabile Heilung mit signifikant hd@reBiegungssteifigkeit verglichen mit
den Ubrigen untersuchten Gruppen. Weder nach focth mach zehn Wochen kam es bei
Tieren mit einem Frakturspalt von 2,00mm zu ein@bigen Frakturheilung mit einer

Biegungssteifigkeit von <1% im Vergleich zum gesemd#ontralateralen Femur.

Histologisch und radiologisch zeigte sich ein zun d@iomechanischen Ergebnissen
korrespondierendes Bild. Tiere mit einem Fraktultspan 0,00mm und 0,25mm wiesen
nach zwei Wochen eine periostale Kallusbildung gefloch noch keine knécherne
Uberbriickung der Osteotomie. Tiere mit gleichenkfnspalt zeigten nach finf Wochen
eine knodcherne Frakturheilung mit im Vergleich gigant erhohtem Knochenanteil am
Kallusgewebe. Tiere mit einem grofRen Frakturspait 2,00mm zeigten weder nach funf
noch nach zehn Wochen eine kndcherne Heilung. Bshkar nach funf Wochen lediglich
Zu einer geringgradigen periostalen Kallusreaktiach zehn Wochen présentierten sich

die Femora mit einer initialen Spaltbreite von 20®0 als atrophe Pseudarthrosen mit
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abgerundeten, sklerosierten Frakturenden und febtetknocherner Uberbauung des
Osteotomiespalts sowie mit im Vergleich signifikagthohtem Bindegewebsanteil am

Kallusgewebe.

Der hier vorgestellte LMN erlaubt eine standardtsieOsteosynthese fur das Femur der
Maus und bietet im Vergleich zu bisher verwendet@steosynthesetechniken eine
signifikant erhdhte Stabilitat. Durch die MdgliclikeSegmentdefekte unterschiedlicher
GroRRe zu stabilisieren, konnen sowohl die Ablauge der normalen Frakturheilung als
auch die Vorgange bei der Entstehung von atroplendarthrosen untersucht werden. Da
die Therapie atropher Pseudarthrosen noch ein gikiitesches Problem darstellt, kbnnte
der LockingMouseNail dazu beitragen, neue Theragi@#ae im Tiermodell zu
untersuchen und miteinander zu vergleichen. Dieshb#et die Implantation neuer
Knochenersatzstoffe in Femursegmentdefekte der Mawge die Untersuchung ihrer

osteoinduktiven und —konduktiven Eigenschaftenivo.v

10
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1.2 Summary: development of a locked intramedullary ndifor mice

femora

Every year about 750000 patients in Germany aretegthto a hospital because of bone
fractures [1]. Although there is plenty of techhigamprovement and progress in the
treatment of fractures, about ten percent of frastistill show impaired healing or even
non-union formation [2]. The underlying reasons @oé completely elucidated until now.
Fracture healing describes a complex process whplentitude of molecules interact in a
chronologically regulated sequence. For a bettelerstanding of these processes as well
as for testing of new therapeutic approaches, riivaa experiment forms an indispensable
requirement. While previous animal fracture studvesre conducted mainly in large
animals like sheep or pigs, smaller animals anc@afty the mouse came increasingly
into the focus of fracture research. The mouse ciglhe allows the analysis of the
molecular aspects of fracture healing due to a tamgeunt of available biomedical tools

like antibodies, primers and the availability afrisgenic mice and knockout strains.

Whereas a stable osteosynthesis is a matter ofeaurhumans and large animal models,
unstable fixation techniques have been used inntbase or fractures were even left
unstabilized. However, because fixation stabilitgagly influences fracture healing, stable
osteosynthesis techniques are also of great interése mouse. The aim of this thesis is
therefore the development of a stable osteosymthtEsiice for mice femora in form of a

new locked intramedullary nail, a so-called LockvtauseNail.

The LockingMouseNail (LMN) was designed and conded based on 3D reconstructions
of u-CT-scans of a mouse femur. It consists of an mmé@dullary nail and two locking pins

which are implanted to the femur with the help spacial designed targeting arm building
part of the system of the LockingMouseNail, tooff@ent templates for guidance of a

Gigli-wire-saw have been developed for the creatibstandardized osteotomies.

In a biomechanical ex vivo analysis in cadavermodea the LockingMouseNail achieved a
significant higher stability compared to a simphkramedullar nail, a technique which is

used most frequently in the mouse at the moment.

11
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Subsequently, fracture healing was analyzed in wiva total of 42 CD-1 mice with

segmental defects of 0.00mm, 0.25mm and 2.00mrheofight femora by biomechanical,
radiological and histological testing (n=7 for eapgbup and time point). Animals with an
osteotomie gap of 0.00mm and 0.25mm were killedraitvo and five weeks, whereas

animals with a gap size of 2.00mm were Killed dfitex and ten weeks.

Biomechanical three-point-bending tests showedifsignt higher bending stiffness for

animals with a fracture gap of 0.00mm and 0.25miar dive weeks of healing compared
to all other groups. Neither after five weeks niteraten weeks animals with a gap size of
2.00mm showed stable fracture healing with a benpdiiffness of <1% compared to the

contralateral healthy femur.

Histological and radiological findings were in aodance with the biomechanical results.
Animals with a gap size of 0.00mm and 0.25mm shopexibsteal callus formation after
two weeks of healing but no bony bridging of theéeotomy. After five weeks all mice
with a gap size of 0.00mm and 0.25mm showed comleny bridging of the osteotomy
gap and remodelling has begun, as indicated bydaction of periosteal callus size. In
contrast, animals with the big gap size of 2.00muoh bt show bony bridging of the
osteotomy, neither after five weeks nor after teeks. After ten weeks, femora with a gap
size of 2.00mm presented as atrophic non-unions abundant connective tissue within

the segmental defect.

The herein introduced LockingMouseNail allows s&ddzed osteosynthesis of the mouse
femur with a significantly increased stability coaned to previously described

osteosynthesis techniques. The possibility to ktabialso segmental defects allows
analysis of the course of normal fracture healiggvall as an impaired healing response
with non-union formation. Because atrophic non-arstll is a major clinical problem, the

LockingMouseNail could be used in further studeevaluate and compare new treatment
strategies. This includes analysis of osteoindectind osteoconductive properties of new

bone substitutes and tissue engineered constructs.

12
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2 EINLEITUNG

2.1 Hintergrund

Verletzungen und Erkrankungen der Haltungs- und dggmmgsorgane stellen neben
Tumorerkrankungen und kardiovaskularen Erkrankungéme wichtige Ursache fir
Morbiditat dar. Die weltweite Bedeutung der musiksldeletalen Erkrankungen zeigt sich
auch in der Ausrufung der sogenannten Bone andt Joatade 2000-2010, einer
weltweiten Initiative, die u. a. in Kooperation ndiér WHO die Pravention, Therapie und
Rehabilitation muskuloskeletaler Erkrankungen opgren soll. V. a. Verletzungen von
Knochen gehen mit einem langem Behandlungsverlaufjobilitat, Arbeitsunfahigkeit
und damit verbundenen hohen sozio6konomischen Kaatéher. In der Bundesrepublik
Deutschland werden jahrlich mehr als 750.000 Memsdis Folge eines Knochenbruches
stationar aufgenommen und behandelt [1]. Trotz sisketig verbessernder
Therapiemdglichkeiten kommt es noch immer in 5-10% Falle zu Verlaufen mit
verzogerter oder ausbleibender Frakturheilung D#gs liegt nicht zuletzt daran, dass die
Mechanismen der Frakturheilung noch nicht vollsigneerstanden sind. Das bedeutet,
dass die Behandlung von Knochenbriichen noch westdressert werden kann, wenn das

Wissen Uber die Mechanismen der Frakturheilung ieeviavird.

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es viele neue Therdpasgien zur Behandlung von
Knochenbrichen [4]. Dennoch besteht insbesondeargdstortem Heilungsverlauf kein
Konsens uber die optimale Therapie. Hier ist es m@um der Wissenschaft, neue
Therapiemdglichkeiten zu entwickeln und zu verdleit, um so insbesondere die
Behandlung einer gestorten Frakturheilung zu vesdrasund eine Pseudarthrosenbildung
zu verhindern. Erkenntnisse Uber die molekularel@défie, welche die Heilung positiv oder
negativ beeinflussen, sind die Basis zum Verstéandier Frakturheilung und zur

Entwicklung neuer Therapieansatze. Eine durch digs#enntnisse verbesserte

13
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Behandlung von Patienten mit gestorter Frakturhgilist sowohl hinsichtlich des

Patientenwohls als auch aus gesundheitsokonomige@rkten wiinschenswert.

2.2 Der Knochen

2.2.1 Aufbau des Knochens

Das Knochengewebe ist ein auf Stitz- und Haltefonkspezialisiertes Bindegewebe. Es
hat besondere Eigenschaften, namlich eine hohe Xug- Druckfestigkeit und eine
gewisse Elastizitat bei effektiver Leichtbauweifgese Eigenschaften basieren auf der
Zusammensetzung des Knochengewebes aus organidetagenial und eingelagerten
Kalziumsalzen. Der organische Anteil der Knocherseasnacht ca. 35% seiner

Gesamtmasse aus, der mineralische Anteil betragbea der Gesamtknochenmasse [5].

Neben der Funktion als Halte- und Stitzapparaidepers erfullt der Knochen auch eine
metabolische Funktion. Er dient als Speicherorgarnvérschiedene lonen, vor allem fir
Kalziumionen. Kalzium ist ein wesentliches lon kahlreichen Kdrperfunktionen, wie
zum Beispiel der Muskelkontraktion, der Erregungsevieitung oder der

Gerinnungskaskade des Blutes. Neben Kalzium wertdea. auch Phosphorionen und

Magnesiumionen im Knochengewebe gespeichert unBdxarf freigesetzt.

Knochengewebe ist ein sehr dynamisches Gewebeefitglét sich in standigem Umbau,
hat einen hohen Stoffumsatz und ist reich durckehliereits 1892 erkannte Julius Wolff,
dass sich der Knochen entsprechend seiner mechanigmforderung standig umbaut mit
Knochenaufbau an Orten hoher Belastung und Knodiienaan Orten geringer Belastung

[6].

Makroskopisch lassen sich zwei Typen von Knocherfpewinterscheiden:

1. kompaktes Knochengewebe (auch Kortikalis oder Suitist compacta genannt)

2. spongitses Knochengewebe (auch Spongiosa oderatiastpongiosa genannt)

14



Einleitung

Die Substantia compacta erscheint als eine solidste Knochenmasse. V. a. die
Diaphysen der Ro6hrenknochen bestehen aus diesem pakten, lamellaren
Knochengewebe. Zur Metaphyse hin wird die Substactbmpacta dinner, und es

Uberwiegt die Substantia spongiosa.

Die Substantia spongiosa ist aus einem feinen Rysteich verzweigender
Knochenbalkchen (Trabekel) aufgebaut. Die Trabedwetl parallel zur gréfdten Druck-
/Zugbelastung der Knochen ausgerichtet. Die Trdbakeveise fuhrt zu einer hohen
mechanischen Stabilitat des Knochens bei geringawicht. An der Metaphyse und
Epiphyse bendtigt der Korper eine flachige Kraftelfme am ,breiten* Gelenk. In
Richtung Diaphyse wird die Kraft auf einen geriregeiQuerschnitt Gibergeleitet, weshalb
an dieser Stelle eine dickere Substantia compafdederlich ist. Zwischen den Trabekeln

befinden sich weite Raume fur blutbildendes GewetitFettgewebe (Knochenmark).

Mikroskopisch ist der Aufbau von Substantia compagtd Substantia spongiosa ahnlich.
Er ist durch einen lamellaren Aufbau beschriebere [Baueinheiten* des Knochens
werden aus Knochenlamellen gebildet. Diese sogdéearpeziallamellen sind 3 —um
dick und lagern sich konzentrisch um langs verladéeGefalie, wobei sich bis zu zwanzig
Lamellen Ubereinander lagern kénnen. Die so gdieifd&inheiten heil3en Osteone oder
Havers-Systeme. Sie kommen vor allem in der Subataompacta vor und werden einige
Zentimeter lang. Den freien Raum zwischen den mn@steonen fillen sogenannte
Schaltlamellen aus. An der &ul3eren und innerenflablee wird die Substantia compacta
von Generallamellen umgeben. Die aul3ere Generdlagrenzt den Knochen nach auf3en

ab, die innere kleidet die Markhohle des Knocherss[8].

Im Inneren eines Osteons befinden sich als Hohleasmgenannte Havers-Kanale. In ihnen
verlaufen ein bis zwei kleine Blutgefal3e. Sie sohatch querverlaufende Volkmann-
Kanale miteinander verbunden. Diese spielen eilkeRei der Verbindung von Gefal3en

der Markhohle und GefalRen der aulReren Knochenébkdl

Die organischen Bestandteile des Knochengewebdshesszu 90% aus Kollagen vom
Typ I. Die Kollagenfasern sind parallel zueinandegeordnet. Sie verlaufen helikal in
Lamellen der Osteone um die GefalRachse des Osts#zliche organische Bestandteile

des Knochengewebes sind weitere Kollagentypen.(@iy@ I, 1V, XI) und extrazellulare

15
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Matrixproteine wie z. B. Osteonectin, Osteocal€steopontin und Subtypen der BMPs

(bone morphogenetic proteins) [7].

Der anorganische Teil des Knochengewebes wird viema von kristallinem
Kalziumphosphates gebildet. Im Korper wird v. a. dkbkylapatit gebildet
(Cal0[PO4]6[0OH]2). Apatitkristalle sind nadelformignd ca. 40nm lang bei einer Dicke
von 1,5 — 3nm. Die Mineralisierung des Knochengeagestartet an den Kollagenfasern.

Hier lagern sich in regelmafigen Abstanden Apastille an den Fasern an.

Im Knochen der Maus kommen die oben beschriebe@aend-Systeme nicht vor [8]. Die
Ursachen und Auswirkungen dieses Fehlens von H&ystemen sind noch nicht geklart.
Eine mdgliche Erklarung fur das Fehlen von Haversi&nen bei Mausen ist die kurze
Lebensdauer dieser Tiere. Bei langer lebenden dig@deinde, Katzen) wurden Havers-
Systeme beschrieben. Ein wichtigerer Grund koredegh sein, dass aufgrund der kleinen
GroRRe der Knochen der Maus die Blutversorgung descKengewebes von periostal und
endostal ausreichend ist und somit eine Ausbildeings Havers-Systems innerhalb des

Knochens Uberflissig macht [9].

Die Substantia spongiosa ist ebenfalls lamellegpatifgebaut. Sie bildet aber in der Regel
im Gegensatz zur Substantia compacta keine Ostesmalern Lamellen, die sich

entsprechend der auf sie wirkenden Krafte ordn@n basrichten.

Im Knochengewebe kommen unter anderen folgende dén Knochenumbau

verantwortliche Zellen vor:

Osteoprogenitorzellen (Knochenaufbau)
Osteoblasten (Knochenaufbau)

Osteozyten (Knochenaufbau)

A

Osteoklasten (Knochenabbau)

Die drei erstgenannten Zellen sind Formen des lggeicZelltyps in unterschiedlichen

Differenzierungsphasen.

16
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Osteoprogenitorzellen sind Vorlauferzellen der Oskasten und differenzieren sich aus
mesenchymalen Stammzellen. Sie befinden sich yn Bndost und Periost, welche den
Knochen innen bzw. au3en tberziehen, aber auchnothénmark und im zirkulierenden
Blut. Die Osteoprogenitorzellen und mesenchymalemgzellen werden bei Frakturen
und Umbauvorgangen des Knochens aktiviert, zuruimgilund Differenzierung angeregt
und durch chemotaktisch wirkende Signalmolekile wiB IGF-1 und I, an den Ort der
Fraktur geleitet [10].

Osteoblasten sind jene Zellen, die Knochenmatrigdpzieren. Zu den wichtigsten
Molekulen der Knochenmatrix gehéren unter andereailaljene, Proteoglykane und
Osteopontin. Osteoblasten sind an der Knochendiobel lokalisiert. Die primar von
Osteoblasten produzierte Knochenmatrix heif3t Odtend ist noch nicht mineralisiert. Bei
Heilungs- oder Umbauvorgadngen im Knochen wirkenn&iignolekille wie VEGF und
BMP-2 chemotaktisch auf Osteoblasten [11, 12]. &nKinochenoberflache befindet sich

immer ein schmaler, nicht-mineralisierter Osteoinisa

Damit bei Umbauvorgéngen oder vermehrtem Kalziuralfednochensubstanz abgebaut
werden kann, muss zunachst dieser Osteoidsaum aligelerden. Der Abbau des
Osteoidsaums wird zunachst von Osteoblasten duiigigg5]. Sie haben Rezeptoren fur
Parathormon, ein Hormon, das von den Epithelkohmaraer Schilddriise produziert und
bei Kalziumbedarf sezerniert wird. Nach Parathorbiodung bauen die Osteoblasten den
Osteoidsaum ab und aktivieren Osteoklasten, dia demineralisierte Knochensubstanz

abbauen und so den Kalziumspiegel im Blut erhéhen.

Osteozyten sind differenzierte Osteoblasten, dialien Lamellen des Knochengewebes
eingelagert sind. Sie befinden sich in Lakunen rihadk der mineralisierten

Knochenmatrix. Fur den Austausch von NahrstofferB(£lektrolyte) sind sie Gber Nexus
miteinander verbunden [13]. Auf diese Weise isthaaim Nahrstofffluss von den an der

Oberflache liegenden Osteoblasten zu den Osteorybgtich.

Osteoklasten sind die Zellen, die fur die Resorpti@r mineralisierten Knochenmatrix
verantwortlich sind. Osteoklasten liegen an der dfmmoberflache in flachen
Aushéhlungen, sogenannten Howship-Lakunen. DieoBelfflache der Osteoklasten bildet

an der Kontaktflache zum Knochen viele kleine Fatas, die sogenannte ,ruffled border*

17



Einleitung

[14]. An diesem Faltensaum befinden sich viele kgsnen und Mitochondrien, die fir
den Abbau des Knochens benétigt werden. Uber limegin der Zelloberflache binden
Osteoklasten an Knochenmatrixproteine wie Osteapofit5]. So bildet sich eine
funktionell abgegrenzte Zone zwischen OsteokladtKkimochen, in der die Knochenmatrix

resorbiert wird [5].

Skelettknochen sind an ihrer aufl3eren Oberflache Remost Uberzogen. Es ist ein gut

vaskularisiertes Bindegewebe, das die FahigkeitBzlglung von Knochengewebe besitzt
[7].

Beim wachsenden Knochen werden beim Periost drecBen unterschieden:

1. Adventitia
2. Fibroelastika (Stratum fibrosum)

3. Kambiumschicht (Stratum osteogenicum)

Die aulerste Schicht ist die Adventitia, die re@h Blutgefal3en ist. Aus ihr gelangen
GefaRe in die bereits beschriebenen Volkmann- uravektkanale und in das

Knochenmark [5].

Die in der Mitte gelegene Fibroelastika besteht atraffen, lAngs der Knochenachse
ausgerichteten Kollagenfasern und elastischen Rraske teilweise in die Substantia
compacta des Knochens einstrahlen. Diese einstidétieFasern werden Sharpey-Fasern
genannt, sie verbinden das Periost mit dem KnodHénfig kommt es zur Verkalkungen

der Sharpey-Fasern [5].

Die innerste Schicht ist die Kambiumschicht. In Befinden sich viele mesenchymale
Knochenstammzellen, Osteoprogenitorzellen und weN®rstufen von Osteoblasten. Bei
Bedarf wandeln sich diese in aktive Osteoblastenwntt bewirken einen Anbau von
Knochengewebe an bereits bestehendes Knochengevil@bser Vorgang wird als

appositionelles Dickenwachstum bezeichnet.
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Das Endost kleidet die inneren Oberflachen in Keochaus. Es besteht aus
Osteoprogenitorzellen und inaktiven Osteoblasteangblining cells). Es hat eine viel

geringere Aktivitat als das Periost in Bezug aufci&um und Umbauvorgange [5].

2.2.2 Knochenbildung

Man unterscheidet zwei verschiedene Arten der Keobiddung:

1. intramembranose Ossifikation (direkte Knochenbilgun

2. chondrale Ossifikation (indirekte Knochenbildung)

Bei der intramembrandsen (desmalen) Ossifikationd vknochengewebe direkt ohne
vorherige Zwischenstufe gebildet. Das Schlusselb@tavicula) und einige flache
Schadelknochen werden auf diese Weise gebildet. mésenchymalen Stammzellen
differenzieren sich an sogenannten Ossifikationkfmm zu Osteoblasten. Diese
produzieren dann neues Knochengewebe, das zurgchdetzwerk von feinen Trabekeln
bildet. Die Trabekel sind zu diesem Zeitpunkt datatum Gefal3netz angeordnet. Man
nennt dieses Knochengewebe Geflechtknochen odevemvdone“. Im Gegensatz zum
Lamellenknochen sind die Kollagenfasern und Knobk#ahen hier noch ungeordnet

ausgerichtet.

Durch die Aktivitdt von Osteoblasten und Osteoldastvird der Geflechtknochen nach
und nach zu Lamellenknochen umgebaut im Sinne dinpassung an die mechanische

Beanspruchung [6].

Bei der chondralen Ossifikation hingegen wird eise Knorpelmatrix gebildet, die dann
in einem zweiten Schritt durch Knochen ersetzt wilie meisten Knochen des
menschlichen Korpers entstehen auf diese Weisez e die langen Réhrenknochen der
Extremitaten. Diese Art der Knochenbildung findetlaim Rahmen des LaAngenwachstuns
in den Wachstumsfugen (Epiphysenfugen) der Réhiaetlen statt. Das Langenwachstum

der Knochen ist abgeschlossen, wenn die knorpéligehstumsfuge verknochert.
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Unterschieden werden zwei Schritte der chondralkesifiRation:

1. perichondrale Ossifikation

2. enchondrale Ossifikation

Bei der perichondralen Knochenbildung bildet sicgheeKnochenmanschette um den
knorpelig angelegten Schaft (Diaphyse) des zu bdda Knochens. So wird dem
knorpelig angelegten Schaft Stabilitat verlieheas@mgebene Knorpelgewebe entwickelt
sich zu sogenanntem Blasenknorpel und verkalkt rmead. Die Kalzifizierung basiert
auf der Absonderung von kleinen Vesikeln mit KataigMatrixvesikel) aus der Membran
der Knorpelzellen (Chondrozyten) in die extrazeltal Matrix [16]. Der Knorpel stirbt
dabei langsam durch Apoptose (programmierter ZBll&d [7]. In den verkalkten Knorpel

dringen Blutgefal3e ein, was zum Beginn der encladedrOssifikation fuhrt [17].

Mit den Blutgefal3en gelangen auch knorpelabbaueddiden in den verkalkten
Blasenknorpel. Diese Chondroklasten schaffen neughlrbume, in denen sich
Osteoprogenitorzellen anlagern, um sich zu Oststétazu differenzieren. Von den
Osteoblasten wird neue Knochensubstanz produziemtd wes entsteht neuer
Geflechtknochen. Die Trabekel des Geflechtknochemsachsen mit der perichondralen

Knochenmanschette.

2.3 Frakturheilung

Die Frakturheilung ist ein komplexer Vorgang, beend verschiedene aufeinander
abgestimmte molekulare Prozesse in einer zeitlefmrten Reihenfolge interagieren um

die Integritat des Knochens wieder herzustellen.

Der Heilungsverlauf kann hier in fiunf Abschnitte@eteilt werden [18].
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1. Zunachst fullt ein Frakturhamatom den Frakturspatbrauf es nachfolgend zu
einer Entziindungsreaktion kommt [19]. Von inflamansichen Zellen, die sich im
Frakturhamatom befinden, werden Zytokine (EntzUgdumediatoren) wie
Interleukin 1 und Interleukin 6 sezerniert. Diesedi&toren sind wichtig fur die
frihen Ablaufe der Frakturheilung. AuRerdem werd@roteine der TGIB-
Superfamilie und andere Wachstumsfaktoren wie PB3¥&Eerniert, welche die
Proliferation und Differenzierung von mesenchymaiammzellen zu osteogenen

Zellen regulieren [7, 20].

2. AnschlieRend kommt es zur Einsprossung von neuatg@&ilen (Angiogenese),
und unter der Einwanderung von Fibroblasten, Chalrldsten und Makrophagen
entwickelt sich im Rahmen einer enchondralen Fraktiung ein knorpeliger

Kallus.

3. Die Matrix dieses sogenannten ,soft callus® verkatk einem nachsten Schritt

durch Einlagerung von Mineralkristallen.

4. Danach wird der knorpelige Kallus durch einsprodseiGefalRe vaskularisiert.
Begeleitet werden diese GefélRe von Osteoblastdoh&eéen knorpeligen Kallus

kndchern umbauen.

5. AbschlieRend kommt es nach knécherner Uberbauungrd&tur im letzten, langer
andauernden Schritt durch Osteoklasten zum Remmggellem Umbau des

Geflechtknochens in lamellaren, stabileren Knodiign

Man unterscheidet histologisch zwei Formen der ftoralkilung, die sekundéare

Frakturheilung und die primare Frakturheilung mallkisbildung.

Handelt es sich um einen Frakturspalt mit mdglichikrobewegungen zwischen den
Frakturenden, kommt es zur sekundaren Frakturhgitoit Kallusbildung [18, 21]. Als

Kallus wird neu gebildetes Gewebe bezeichnet, dmRaaktion auf eine Fraktur oder
Verletzung des Knochens entsteht, um die Kontihurt@ischen Knochenfragmenten
wiederherzustellen. Im weiteren Verlauf der Heiluwgd dieser weiche Kallus durch

Einlagerung von Mineralien und Knochenzellen zu eein stabilen Knochenkallus
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umgebaut. In der Praxis tritt diese Form der Fndidilung in der Grof3zahl der Falle auf.
Hierbei kann Knochen ahnlich den embryonalen Psereder Osteogenese auf zwei Arten

gebildet werden:

1. enchondrale (indirekte) Knochenbildung

2. intramembrandse (direkte) Knochenbildung

Die chondrale Knochenbildung bildet Giber Knorpeknhienstufen neues Knochengewebe,
vergleichbar mit dem Knochenwachstum im Bereich Wéchstumsfuge. Der zuerst
gebildete Knorpel wird im Heilungsverlauf kalzifzt und durch das Wirken von
Osteoklasten und Osteoblasten zu Knochengewebewandelt. Die Kalzifizierung des
knorpeligen Kallus kann erst beginnen, wenn diesee bestimmte Grof3e und Stabilitat
erreicht hat (critical mass). Erst dann werden dem hypertrophen Chondrozyten im

Kallus ausreichend Matrixvesikel mit Kalzium abgadert [16].

Die chondrale Knochenbildung entwickelt sich in dRegel in unmittelbarer Nahe des

Frakturspaltes.

Die intramembrantse Knochenbildung hingegen vdilzeégch wahrend der Frakturheilung
vom Periost oder Endost ausgehend. Sie ist mit desmalen Knochenbildung
vergleichbar, die bei der Entstehung von Knochea 8chlisselbein und Schadelkalotte
auftritt. Diese Form der Knochenbildung tritt im Agkeich zur oben genannten chondralen
Knochenbildung typischerweise etwas weiter entfeamh Frakturspalt auf. Dieser Teil des
Kallus bildet sich nicht tber weiche Knorpelvorstuf sondern direkt durch mesenchymale
Stammzellen, die sich zu knochenbildenden Zelldferginzieren. Sie bilden einen von

Beginn an harten Kallus aus Geflechtknochen [7].

Durch anatomische Reposition der Frakturenden upgblat stabile Fixation (durch
Osteosynthese) kommt es dagegen zur primaren [Fnakting. Als

Osteosynthesematerialien werden hierbei im klireschAlltag Zugschrauben oder
Kompressionsplatten verwendet. Durch den engendkbmter Frakturenden tberbriicken

Osteoklasten und Kapillaren den Frakturspalt diteld bilden Resorptionskanéle, welche
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neu gebildeten Havers-Kanalen entsprechen. Ostehlaflllen anschlie3end diese
HohlrAume mit Knochengewebe, was zur StabilisiedegFraktur flhrt. Diese Vorgéange
finden in kleinen Einheiten statt, sogenannten tjegt cones” [7]. Diese Form der
Frakturheilung ist im Vergleich zur sekundaren FEugheilung eher selten im klinischen
Alltag [22].

Verschiedene Gewebe und Teile des Knochens tragamterschiedlichem Mal3e zur

Knochenregeneration und somit zur Frakturheilungte

Kortikalis
Periost/Endost

umgebende Weichteile (z. B. Muskelgewebe)

A A

Knochenmark im Bereich der Fraktur

Von der Kortikalis oder Substantia compacta gehtdsg primaren Frakturheilung die
Knochenneubildung aus, wobei sich sogenannte guttones bilden, welche auch im
Rahmen normaler Umbauprozesse fur das Remodelmé¢ladechens verantwortlich sind.
Periost, umgebendes Weichteilgewebe und Knochenspagken hierbei eine sehr geringe

Rolle [16].

Zellen und Signale, die fur die sekundare Fraktilwhg verantwortlich sind, stammen
nach heutigem Kenntnisstand vermutlich vor allerm deam Periost (Knochenhaut) und
den umliegenden Weichteilen [7]. Dies zeigt sictearer verminderten Kallusbildung und

schlechteren Heilung nach Entfernung des Peri@sts24].

Die Wichtigkeit der Rolle des Knochenmarks im Fuakereich fur die Frakturheilung ist

laut aktueller Datenlage umstritten [7, 18]. Inrabhvon vierundzwanzig Stunden nach
Fraktur des Knochens beginnen osteoblastischerZaile dem Knochenmark damit, neues
Knochengewebe zu produzieren [25]. Dies findet @r @tiilhen Phase (nach wenigen
Tagen) der Knochenheilung statt und ist dabei ugiadly von der mechanischen Stabilitat

der Fraktur [7].
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Entscheidenden Einfluss auf die Frakturheilung hatlie biomechanischen Verhaltnisse,
die im Bereich der Fraktur herrschen. Diese begsstn die Frakturheilung, das Ausmal}
der Kallusbildung und die Vaskularisierung im Belreder Fraktur [21, 26, 27]. Neben
einer Reposition der Frakturenden ist eine Retantiesentliche Voraussetzung zur
adaguaten Knochenheilung. Verschiedene Arbeitsgmgnnten zeigen, dass Instabilitat
zu einer verzogerten oder gar ausbleibenden Fradtung fiihrt. Das gebildete
Kallusgewebe ist hier aufgrund der Instabilitéat sotien den beiden Frakturenden nicht in
der Lage, den Frakturspalt knochern zu Uberbrid@d). Allerdings haben weitere
Untersuchungen gezeigt, dass sich ein gewisser @nadhterfragmentarer Bewegung
positiv auf die Frakturheilung auswirken kann [2Djes ist darin begrindet, dass ein
gewisses Mal} an interfragmentarer Bewegung diaulildung stimulieren kann [18, 29].
Der positive Effekt auf die Frakturheilung bestahéer nur bis zu einer bestimmten Grenze.
Wird diese Uberschritten, ist die Frakturheilungtde und es kann u. a. zur Entstehung
von hypertrophen Pseudarthrosen kommen. Auch dgoufdt, an dem interfragmentare
Bewegungen auf die heilende Fraktur wirken, hafl&ss auf den Heilungsverlauf. Ein
hohes Mal3 an Bewegungen zu einem sehr friilhen H&itples Heilungsprozesses, z. B. in
den ersten Tagen nach Fraktur, flhrt zwar zu ei@eenehrten Kallusbildung, welcher aber
wenig Stabilitat aufweist. In diesen Fallen ist dHeilung gestért und der Kallus von
geringerer Qualitat [28]. Zusammenfassend und iereibstimmung mit der klinischen
Erfahrung lasst sich sagen, dass stabile Verh&#nisim Frakturbereich

Grundvoraussetzung fir eine Heilung des Knochertk si

Neben einer Instabilitat der Frakturenden konnemscleedene andere Faktoren die
Frakturheilung negativ beeinflussen. Den Extreméaler gestoérten Frakturheilung stellt
die ausbleibende Frakturheilung mit Pseudarthrakkmiy dar. Bei etwa sechs bis zehn
Prozent aller Frakturen ist die Frakturheilung gestind es kommt zur Bildung von

Pseudarthrosen, wobei die Ursachen multifaktoselld [3]. Neben einer mangelnden
vaskuléaren Versorgung, ausgepragten Weichteilschadd Infektion gilt v. a. ein hohes

Mald an Instabilitat zwischen den Frakturenden als@&fur deren Entstehung. Zum einen
kann es zur Bildung einer hypertrophen Pseudarthkosnmen, bei der durch mangelnde
Stabilitat der Osteosynthese eine UberschieRendeliz@ermehrung im Frakturspalt ohne

Uberbauung der Fraktur stattfindet. Zum anderennkaine atrophe Pseudarthrose
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entstehen. Hier kommt es zu einem Ausbleiben ddlug@ldung mit Abrundung der
Frakturenden. Insbesondere die atrophe Pseudarthbtel#t ein klinisches Problem dar und

erfordert oft multiple operative Interventionen [30

2.4 Frakturheilungsmodelle

Zur Untersuchung der Frakturheilung ist es notwgndjeeignete wissenschaftliche
Modelle zu entwickeln. Ex vivo Studien stellen e@ption dar, einzelne zellulare Ablaufe
zu untersuchen, sind jedoch zur Untersuchung dektitheilung aufgrund der
Komplexitat der Ablaufe nur begrenzt einsetzbaerksind tierexperimentelle Modelle von
entscheidender Bedeutung, um die Mechanismen dematen und gestorten
Frakturheilung zu untersuchen [31-38f&hrend frihere Frakturheilungsmodelle v. a. bei
Groltieren wie Schafen durchgefiihrt wurden, igtingerer Zeit die Maus zunehmend ins
Interesse der Forschung gerickt, v. a. um die mtdedn Mechanismen der
Frakturheilung zu analysieren [7, 34, 35]. Diesspéziell bei der Maus, im Vergleich zu
anderen Spezies, durch eine grof3e Verfiuigbarkeit Aatikrpern, Knockout-Mausen,
transgener Tiere etc. sehr gut moglich. Ein weit¥i@teil der Maus als Versuchstier ist
die kleine Grol3e der Tiere im Vergleich zu Schweinder Schafen. Hierdurch ist sie als
Versuchstier einfacher und billiger zu halten umdezug auf Narkose und postoperatives
Management unkomplizierter zu versorgen. In der g®egenheit wurden
tierexperimentelle Versuche auf dem Gebiet der tbrhkilung vorwiegend an grol3eren
Tieren wie Schafen und Hunden durchgefihrt. Manggimlavon aus, dass die
biomechanischen Verhaltnisse und die Knochenstruéen Verhéltnissen beim Menschen
ahnlicher sind und die Erkenntnisse aus dem Tieethagher in die klinische Praxis
Ubertragbar seien. Wéahrend viele Fragestellungemeimnoch nur im Groldtiermodell
beantwortet werden kodnnen, sind Kleintiermodellesbesondere zur Untersuchung
molekularer Mechanismen Groldtiermodellen deutlidberleégen. Jedoch herrscht im
Vergleich zum Mensch und Groldtier, bei denen eirtabile Osteosynthese

selbstverstandlich ist, bei der Maus derzeit eim#h an stabilen Osteosynthesetechniken.
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Dies liegt v. a. an der geringen Gro3e des Tiedés,eine stabile Osteosynthese mit

herkdbmmlichen Implantaten verhindert.

Ziel eines Frakturmodells ist es, den Heilungspsezeei der Frakturheilung des Menschen
maoglichst nahe widerzuspiegeln. Zur statistischarswertbarkeit und Vergleichbarkeit
sind standardisierte und reproduzierbare Modelte @steosynthesetechniken erforderlich,
um zuverlassige Schlussfolgerungen treffen zu kahdg]. Solche Modelle sind die Basis

wissenschaftlichen Arbeitens.

Bisher benutzte Modelle verwenden v. a. eine ing@uiare Stabilisierung durch einen
Marknagel. Hierbei handelt es sich zumeist um eisgnplen Draht, welcher in die

Markhdohle eingebracht wird, um die Fraktur zu sobie(Abb. 1).

Abbildung 1: Réntgenaufnahme eines frihen intraédun Frakturmodells nach Manigrasso et al. 7 Tage

postoperativ [36]

Zum anderen werden externe Fixateure verwendeselbestehen, vereinfacht dargestellt,
aus in den Knochen eingebrachten Pins, die z. Br @men kleinen Aluminiumblock
miteinander verbunden sind [37]. Der Block befinsieh aulRerhalb des Koérpers der Tiere.

Die Frakturenden werden hierdurch stabil zueinapdsitioniert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Mediale Ansicht eines Mausefemur mjilantiertem Fixateur externe nach Connolly [37]

Man kann weiterhin unterscheiden zwischen geschiess und offenen Frakturmodellen.
Bei geschlossenen Modellen wird der zu untersuahétbchen nicht operativ freigelegt,
sondern bei geschlossenem Weichteilmantel gebro@@nBei offenen Frakturmodellen
wird die Fraktur operativ nach Praparation des mensuchenden Knochens erzeugt [37].
Der Vorteil dieser Methode ist die Mdoglichkeit, reduzierbare, genau definierte
Frakturen zu erzeugen, beispielsweise durch OsteetcAul3erdem kdnnen beim offenen
Modell Manipulationen am Frakturspalt vorgenommearden, wie zum Beispiel die

Entfernung des Periosts oder die Applikation vobs$anzen direkt in den Frakturspalt.

Es bietet sich aus wissenschaftlichen Grinden amchken zu untersuchen, die eine
gewisse Grol3e aufweisen. Dies sind bei kleinenehievie der Maus neben Femur noch
Tibia und Rippen. Die Rippen eignen sich aber aufdrihrer Anatomie nicht fur
biomechanische Untersuchungen und eine osteosigahetVersorgung ist hier nicht
maoglich. Das Femur scheint wegen seines relatigdgar Aufbaus der am besten geeignete
Knochen zu sein. Im Vergleich zum Femur hat dieid'éinen gekrimmten Verlauf und
wird distalwarts dinner, was das Anbringam Osteosynthesematerialien erschwert. Des
Weiteren wird die Fibula oft mit frakturiert, waghe spatere Auswertung aufgrund eines

zweiten Kallus erschweren kann [36, 39].

Bei bisherigen Modellen mit Fixateur externe wudds hohe Gewicht des Fixateurs in
Relation zum Gewicht der Tiere als problematisclgesehen [40]. Ein Gewicht des
externen Fixateurs von 7-9g entspricht in etwa &% Korpergewichts der Maus. Folge

ist eine Storung des physiologischen GangbildsMiaus und eine erhéhte Belastung der
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Extremitat. Zudem kann es bei dessen Verwendungialdsungen und Pininfektionen
kommen [41]. Dies ist auf die exponierte Lage deste@synthesematerials
zurickzufihren. Die Tiere kdonnen sich z. B. mitnd€ixateur externe zwischen den
Kafigstangen verhaken, und in der Folge kommt eslmplantatlockerung. Von Vorteil

bei diesen Modellen ist die hier jedoch hohe Rotestabilitéat im Vergleich zu bisher

verwendeten intramedullaren Stabilisierungen nmipéen Drahtstiften [40, 42].

Bei der Verwendung von externen Fixateuren besta#it speziellen Modellen die

Moglichkeit, Kompression im Frakturspalt zu erzeugmler umgekehrt im Sinne einer
Distraktion die Frakturenden voneinander zu enderid3]. So kann im Gegensatz zur
Stabilisierung mittels intramedullarem Pin einelBisierung von Segmentdefekten des

Knochens erreicht werden.

Das am haufigsten verwendete Frakturmodell ist @m@amedullare Stabilisierung. Es
bietet jedoch weder Rotationsstabilitdit noch axi8tabilitat [36, 42, 44]. Hier wird
lediglich eine Kantle oder ein Draht intramedul&ngebracht. So sind die distal und
proximal vom Frakturspalt gelegenen Knochenanteileht rotationsstabil zueinander
fixiert [45, 46]. Holstein et al. gelang es, durgbflachung der distalen und proximalen
Enden einer intramedullar eingebrachten Kanlle diessere Rotationsstabilitdt zu
erreichen [38]. Aber auch hier wurde keine axidigb#itat erreicht, und der Zuwachs an
Rotationsstabilitat war gering. Bei einem weitereon Holstein et al. entwickelten
intramedullaren Verfahren, der sog. MouseScrew,nt®reine axiale Stabilisierung der
Fraktur erreicht werden. Keines der intramedulldvirdelle bietet jedoch die Mdglichkeit
zur Sicherung der axialen und Rotationsstabilitét\rerriegelungsbolzen, einer Technik,
wie sie klinisch bei der Versorgung langer Rohreygtren beim Menschen standardméanig

Anwendung findet.

Oben genannte Modelle erméglichen die Untersuchdeg normalen ungestorten

Frakturheilung, erlauben jedoch nicht die Untersuncheiner gestorten oder ausbleibenden
Heilung [23, 47, 48]. Hier sind v. a. Segmentdafeidelle von Interesse. Das Prinzip
dieser Modelle beruht auf der Schaffung eines krakilts, der so grol3 ist, dass keine
Uberbauung der Fraktur mehr stattfinden kann [49aneben gibt es weitere Ansatze fir

Modelle zur gestorten Frakturheilung, die z. B. @eff Entfernung des Periost oder Endosts
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[23, 50], der Storung der Blutversorgung [48] odarer Osteodistraktion basieren [47].
Derzeit gibt es noch kein internes Osteosynthefswem, das die stabile Versorgung von

kleinen und groRen Segmentdefekten im Femur desMemdglicht.

2.5 Ziele der Arbeit

Ziele dieser Arbeit sind:

1. Die Entwicklung eines intramedullaren, verriegeltdagels fir das Mausefemur
entsprechend den bei Menschen verwendeten Vewuggharknageln. Dieser soll
die einfache und reproduzierbare Stabilisierung Fraktur in Bezug auf Lénge,
Achse und Rotation gewahrleisten und des Weiteren Stabilisierung von

Segmentdefekten ermdglichen.

2. Nach Entwicklung des Verriegelungsmarknagels seler in einem ersten Schritt
biomechanisch ex vivo getestet und die Implantdiggteit mit bestehenden

Osteosyntheseverfahren fur Mause verglichen werden.

3. In einem nachsten Schritt soll die Frakturheilungvivo unter Verwendung des

entwickelten Implantats bei Mausen untersucht werde
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 Entwicklung des LockingMouseNail

Der Entwicklung des LockingMouseNail (LMN) erfolgite Zusammenarbeit mit dem AO
Development Institute (Davos, Schweiz). Das Desiga LMN wurde anhand von p-CT-
Scans von Femora einer CD1-Maus (Gewicht 35g) amp@iter entworfen. Zur Planung
des Designs wurde ein Datensatz mit Hilfe eines CHD-Programms erstellt

(Unigraphics NX4, Siemens PLM Software Inc., Siemé&G, Munchen/Deutschland).
Nach digitaler Planung wurden dann verschieden®Bmen des LMN aus Implantatstahl
maschinell durch das AO Development Institute (Bavé&chweiz) gefertigt, die

anschlie3end weiter verbessert wurden, bis der ISeiiel3lich in seiner hier vorgestellten

Form vorlag.

3.2 Ex vivo Analyse — Biomechanische Testung der Implaatsteifigkeit

Zur Untersuchung der Stabilitdt des LMN im Vergteianit diversen anderen
Osteosyntheseverfahren fur Mause wurde zunachstbeamechanische ex vivo Analyse
durchgefluhrt. Hierzu wurden die Implantate in ogigoerten Kadaver-Femora von CD-1

Mausen getestet (n=24). Als Kontrollen dienten hasteotomierte gesunde Femora (n=8).

Folgende Implantate wurden miteinander verglichen:

(1) der LockingMouseNail,

(2) ein konventioneller Pin, der aus einer abgekigic 24G-Injektionsnadel bestand und

(3) eine Kontrollgruppe
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Um die Torsionssteifigkeit der verschiedenen Img@tn zu testen, wurde ein
standardisiertes, bereits friher beschriebenesiohstestungsverfahren verwendet [51,
52]. Die proximalen und distalen Enden der Femara8(fir jede Gruppe) wurden
zentriert in Aluminiumzylinder (InnendurchmessermnHohe 5mm) belastungsstabil mit
Knochenzement (Palacos®, Haereus Kulzer, HanausDelaind) einzementiert und die
Zylinder in eine Rotationsmessaparatur eingespafMT-400SL, Alluris GmbH,

Freiburg/Deutschland). AnschlieRend wurden die Keocexakt parallel zur Drehachse
positioniert. Um standardisierte Messbedingungen garantieren, wurde bei

Einzementierung der Knochen ein Abstand von 5mnsavwén den Zylindern festgelegt.

Die Femora wurden dann unter kontinuierlicher Rotatvon 0,42°/s belastet und das
resultierende Drehmoment in einem Kraft-Weg Diagramkontinuierlich aufgezeichnet
(FMT-400SL, Alluris GmbH, Freiburg/Deutschland). eDermittelten Daten wurden in
Excell konvertiert (FMI Connect Version 2.02 EU likls GmbH, Freiburg/Deutschland)
und die Torsionssteifigkeit aus dem linearen Abgcthder Kraft-Weg Kurve berechnet
(Microsoft Office Excel 2003, Microsoft CorporatioRichmond/USA).

3.3 In vivo Analyse

3.3.1 Tiere und Tierhaltung

Fur die in vivo Experimente wurden CD-1 Mause niiteen Korpergewicht von 35+5¢g

verwendet. Die Tierhaltung erfolgte im Institut fiinisch-experimentelle Chirurgie der
Universitat des Saarlandes unter klimatisiertennitdingungen (Lufttemperatur: 22-24
°C, relative Luftfeuchtigkeit ca. 60%) bei zwoélfstligem Tag-Nachtrhythmus. Die Tiere
wurden in Einzelkafigen gehalten und erhielten &addiatfutter in Pelletform (Altromin

1320, Altromin, Lage, Deutschland) sowie Wasselitathm.

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungendeéesschen Tierschutzgesetzes unter

Genehmigung der lokalen Tierschutzbehdrde durcihgefi
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3.3.2 Studiendesign

Der Tierversuch wurde von der zustandigen Behdbdzérnat 5, Saarpfalz-Kreis, 66406
Homburg/Saar) unter dem Aktenzeichen AZ K110-18@6dehmigt und am Institut fur

klinisch-experimentelle Chirurgie der Universit&sdSaarlandes durchgefiihrt.

Insgesamt wurden hierbei 42 Tiere analysiert. Weilewaren die Mause in sechs Gruppen
mit je sieben Tieren. Zwei Gruppen hatten einerktirapalt von 2,00mm, wobei eine
Gruppe nach zehn Wochen, die andere nach finf Wogh#&tet und analysiert wurde.
Weitere zwei Gruppen hatten einen Frakturspalt ¥@mm. Endpunkte dieser Gruppen
waren nach zwei und finf Wochen. Die Ubrigen zwaigpen hatten einen Frakturspalt
von 0,00mm. Dieser wurde durch Kompression der tbrakden nach erfolgter
Osteotomie erreicht. Endpunkte dieser Gruppen waeenfalls nach zwei und funf
Wochen (Abbildung 3). Von allen Tieren wurde posigiv und post mortem eine
Rontgenaufnahme des rechten Hinterbeines durchgef{iMX-20®Faxitron X-Ray
Corporation, lllinois/lUSA) und diese radiologiscluisgewertet. Die Totung der Tiere
erfolgte durch Genickbruch unter Narkose. Nach Austies rechten und linken Femurs
wurden die Implantate entfernt und die Femora dembchanischen und histologischen

Untersuchung zugefihrt.

Locking

Mouse
Nail

Frakturspalt

Frakturspalt Frakturspalt

0,00 mm 0,25 mm 2,00 mm

2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen 5 Wochen 10 Wochen
Heilung (n=7) Heilung (n=7) Heilung (n=7) Heilung (n=7) Heilung (n=7) Heilung (n=7)

Abbildung 3: Ubersicht Studienaufbau mit Darstetiider einzelnen untersuchten Gruppen
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3.3.3 Operation und postoperativer Verlauf

In einem ersten Schritt wurde das genaue GewichiTaee mit einer handelsiblichen

Haushaltswaage (TCM®, Hamburg/Deutschland) bestimmt

Nach Bestimmung des Gewichts wurden die Tiere Hittetraperitonealer Injektion
narkotisiert. Hierzu wurde ein Gemisch aus Ketafiatanest®, Pfizer Pharma GmbH,
Berlin/Deutschland)  (75mg/kg), Xylazin (Rompun®, yBa Health Care,
Leverkusen/Deutschland) (25mg/kg) injiziert. DieefE@ wurden mit Zeigefinger und
Daumen der einen Hand im Nackenbereich fixiert,Stdwanz des Tieres wurde zwischen
Ringfinger oder kleinem Finger und Hypothenar febfijten. So waren die Tiere gut
fixiert, und die Injektion der Narkosel6sung konmé der anderen Hand kontrolliert und
sicher durchgefuhrt werden. Die Injektionsstelléahd sich im Bereich des Unterbauchs
der Tiere, ca. 5mm proximal des Beckens. Durch Hefidge der Mause bei Injektion
wurde der Darm nach proximal verlagert um so dasikRi einer versehentlichen
Darmperforation zu verringern. Zwei bis funf Minot@ach Injektion des Narkotikums
bewegten sich die Mause nicht mehr und zeigtereki@gaktion auf Schmerzreize, so dass
mit dem operativen Prozedere begonnen werden kodeigten die Tiere im weiteren
Verlauf Schmerzzeichen, erfolgte eine Nachdosierunitels des oben genannten

Narkosegemischs.

Nach Narkotisierung der Tiere wurden zunachst digeh der Mause durch Augencreme
(Bepanthen Augen- und Nasensalbe®, Bayer Healthe,Cheverkusen/Deutschland)
bedeckt, um sie so vor Austrocknung zu schitzeschlre3end wurde das Fell der rechten
Hinterbeine von der Behaarung befreit. Zuerst wuede elektrischer Kurzhaartrimmer
verwendet, mit dem ein Grof3teil der Behaarung emttfeerden konnte. Danach wurden
die Hinterbeine mit einem Einwegrasierer nass rgsidevor schlie3lich eine
Enthaarungscreme (elcamed® Creme, Asid Bonz GmbldrreHberg/Deutschland)
aufgetragen wurde, die nach einer Einwirkzeit vaei dMinuten mit einem Spatel

abgetragen wurde und so die letzten Haare entfemden.

Nach anschlieender Reinigung des rechten Hintebeimit NaCl-Spulldsung

(Ecotainer®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen/Dehitsnd) wurde préoperativ
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5mg/kg KG Carprofen (Rimadyl®, Pfizer Animal HealtiBerlin/Deutschland) zur
postoperativen Schmerztherapie subcutan in eine kewéalte injiziert. Der
Operationsbereich wurde mit OP-Tuchern ausgelegipféeF und Wattestéabchen
(Funk&Walter GmbH, Merchtwiler/Deutschland) sowi@®l-Spillésung (Ecotainer®, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen/ Deutschland) zur 8wl des OP-Situs wurden

benutzt.

Das Instrumentarium, bestehend aus feinem Nadethatid Pinzette, des Weiteren einem
Einwegskalpell (Gr. 15), einer Schere, einer gehegeKlemme sowie einer gebogenen
Pinzette, wurde nach entsprechender Desinfektiaeitgelegt. AuRerdem wurden ein
Eindrehinstrumentarium, ein Seitenschneider sowie &igli-Drahtsage verwendet. Hinzu
kam ein elektrisch betriebener Frasbohrer (Micr@@@, Proxxon GmbH,
Niersbach/Deutschland), ein handgefuhrter Bohre/3 (hm Durchmesser) sowie
Nahtmaterial (Prolene® 5/0, Ethicon, Johnson&JohnsoMedical GmbH,
Norderstedt/Deutschland).

Alle verwendeten Instrumente und Materialien wurdeor Operationsbeginn mit
alkoholischer  Desinfektionslosung  (Softasept®, B.ralh Melsungen AG,
Melsungen/Deutschland) desinfiziert. Bei der Operatvurden Handschuhe (Peha-soft®
Powderfree, Paul Hartmann AG, Heidenheim/Deutschlamgetragen sowie OP-
Oberbekleidung.

Nach Desinfektion des rechten Beines und dreingedtEinwirkzeit wurde die Patella
durch eine mediale, ca. 4 mm lange Inzision dertH&igelegt, woflr ein Skalpell (Gr.

15) benutzt wurde. Anschlie3end wurde die Patediehninzision (2-3mm) des medialen
Retinakulums nach lateral luxiert. Hierdurch wurtbes distale Femur mit interkondylarer
Notch freigelegt. Mit einem Frasbohrer von 0,6mnrdmesser wurde der Markraum zur

Femurlangsachse interkondylér aufgebohrt (AbbildbiAy.

Dieses Loch wurde in einem zweiten Schritt, nacterghifung der korrekten Lage des
Bohrkanals, mit einem etwas gréf3eren Bohrer auf@@mchmesser des LMN vergrol3ert
(0,8mm Durchmesser). Darauf folgte das Einbringenere Kanile (27G) in den
intramedullaren Raum des Femurs. Mit Hilfe der Kaniiurde die proximale Kortikalis

des rechten Femurs durchbohrt.
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Es folgte der Einbau des intramedullaren Nageles&iwurde an seinem distalen Ende in
ein Eindrehinstrumentarium eingespannt, welches Idiplantation erleichterte. Unter
standigem Drehen wurde der Nagel langsam in dean&dullarraum eingefuhrt, wobei
sich das am proximalen Ende des Nagels befindl@e&inde nach und nach in der

proximalen Kortikalis des Femurs verankerte.

Der Nagel wurde bis zur sichtbaren Markierung inrnkoeiner zirkular verlaufenden
Einkerbung (ca. 1-3mm von der Knochenoberflachéeem) retrograd in den Markraum

des Femurs eingebracht (Abbildung 5 B).

Der Verriegelungsnagel wurde so ausgerichtet, d@ssn Nagel verlaufenden Bohrkanéle

fur die Verriegelungspins von ventral nach dorsaligfen.

Nach Uberpriifung der korrekten Lage des Implantitels Rontgenkontrolle wurde ein
lateraler Zugang zum Femur prapariert. Auf einendgivon 2cm wurde die Haut in

Femurlangsachse inzidiert (Abbildung 5 C).

AnschlielRend wurde die Faszie vorsichtig gedffret durch Verlagerung der den Femur

bedeckenden Muskeln der Femur freiprapariert (Ahing 5 D).
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Abbildungen 5 A-D:

(A) Mit dem Frasbohrer wird die Kortikalis der imi@ndylaren Notch durchbohrt. Eine Hand fixiert tiiei

das Hinterbein, die andere fuhrt den Bohrer.
(B) Ansicht von ventral: Der Verriegelungsnagéhisn retrograd in das rechte Femur implantiert.

(C) Ansicht von rechts lateral: Nach Ausfiihrung Hesitschnitts ist das Muskelgewebe mit intermuskuta

Septum zu sehen.

(D) Der Femurknochen ist nun unter Schonung degBwrfreipapariert.

Als nachster Schritt folgte die Befestigung deslgégites am distalen Nagelende
(Abbildung 6 A).

Mit einem dinnen Bohrer (Durchmesser 0,3mm) wuna@m die zwei Bohrungen fur die
lateralen Verriegelungspins von Hand durchgefiulwgbei der Bohrer durch beide

Kortikalices und die bestehende Bohrung im LMN gefivurde.
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Nach Fertigstellung der Bohrung wurden die beidars kit erneuter Fihrung durch das

Zielgerat in den Femur eingebracht und so der LMNiggelt (Abbildung 6 B).

Bestétigte sich die korrekte Platzierung der Vegelangspins im Kontroll-Rontgen, wurde
in einem nachsten Schritt der Femurknochen senkmohLédngsachse osteotomiert. Dies
erfolgte mit einer Gigli-Drahtsage. Durch Verwendwon Séagelehren, die am Zielgerat
befestigt werden, konnten standardisierte Oste@omin der Mitte der beiden

Verriegelungspins erzeugt werden.

Eine Sagelehre war fir den Frakturspalt von 0,25nongesehen. Bei der Ségelehre fir
den Frakturspalt von 2mm wurde der Knochen zwemstotomiert, und der entstandene
Knochenring wurde anschlie3end mit einer feinerzétte entfernt, nachdem er mobilisiert

und gebrochen worden war.

Anschlie3end wurde das Zielgerat entfernt und derdeem distalen Femur hervorstehende
Anteil des LMN mit einem Seitenschneider abgetréAbbildungen 6 C u. D).
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Abbildungen 6 A-D (aus Ubersichtsgriinden sind dismahmen bei explantiertem Femur angefertigt):

(A) Das Zielgerat ist am LMN angebracht.

(B) Die Verriegelungspins sind mit Fuhrung durctsdé&elgeréat im LMN und Femur platziert. Die Spitzen

der Verriegelungspins treten durch die gegenubgdnden Kortikalis wieder aus dem Knochen aus.

(C) Blick von medial auf das Femur: Der Frakturdpaton 0,25mm ist zwischen den beiden

Verriegelungspins zu sehen. Das distale Ende dé¥ iskbereits abgetrennt.

(D) Frakturspalt von 2mm nach Verriegelung der Pins LMN. Das Uberstehende Ende des LMN am

distalen Femurende (im Bild links) ist bereits atogent.

Nach Spulung des Wundgebiets wurde nun die Muska#amit einer fortlaufenden Naht
genéht. Hierzu wurde Prolene 5/0® (Ethicon, Joh&3Johnson Medical GmbH,
Norderstedt/Deutschland) Nahtmaterial verwendeg. |Rieralen Muskeln bedeckten dabei

das Femur wieder vollstandig.

Abschliel3end wurde die Hautnaht durchgefuhrt, wdier mit Einzelknopfen genéht
wurde. Als Nahtmaterial wurde ebenfalls Prolene®b/(Ethicon, Johnson&Johnson

Medical GmbH, Norderstedt/Deutschland) verwendet.
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Nach Wundverschluss des lateralen Zugangs wurdehkiefdend die Patella reponiert und
mit einer Einzelknopfnaht medial fixiert, wobei @lse wie bei der Hautnaht medial des
Kniegelenks  Prolene 5/0®  (Ethicon, Johnson&Johnsolledical GmbH,

Norderstedt/Deutschland) verwendet wurde.

Vor dem Erwachen der Mause erfolgte als letzter rifcheine abschliel3ende

Rontgenkontrolle des rechten Hinterbeines.

Nach Beendigung der Operation wurden die TieranareEinzelkafig gelegt und mit einer
Infrarotlampe bestrahlt, um eine Auskihlung bis z&mvachen aus der Narkose zu

verhindern.

Erst nachdem die Tiere unter Infrarotbestrahlungder erwacht waren, wurden sie vom
OP-Bereich in den Karantanebereich des Institut&lfiisch-experimentelle Chirurgie der
Universitdt des Saarlandes transportiert. Die epem Beine wurden sofort nach

Operationsende voll belastet.

Nach 24 und 48h wurde den operierten Mausen erneweils 0,05ml einer
Injektionslosung mit 5mg/kg KG Carprofen (Rimadyl@fizer Animal Health,
Berlin/Deutschland) subcutan zur Analgesierung i dNackenfalte injiziert. Die

Operationsnarbe sowie der Allgemeinzustand deeMearden taglich Uberpruft.

Nach Ablauf des gruppenspezifischen Analysezeitewvurden die Tiere mittels

Genickbruch getotet und die linken sowie die reclitemora unmittelbar entnommen.

Hierzu wurden die Femora im Huftgelenk sowie im égelenk exartikuliert und aus den
Kadavern entfernt. Bei vorsichtigem Vorgehen unBawahrung der Integritat des

Frakturbereichs wurden die umgebenden Weichtednesteziert.

Nach Abschluss der Praparation wurden dann zundatbsVerriegelungspins aus dem

Knochen entfernt.

Hierzu wurden die an der dorsalen Femurflache lseagenden Pinenden in einen kleinen
Nadelhalter geklemmt. Anschlieend wurden sie @geihrer Implantationsrichtung
unter leichter Rotationsbewegung aus dem Knochesthgben, so dass sie an der

ventralen Femuroberflache aus dem Knochen austuai@gentfernt werden konnten.
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Nach erfolgreicher Entfernung beider Verriegelumgspkonnte mit dem Ausbau des

intramedullaren Nagels begonnen werden.

Hierzu wurde das distale Ende des LMN, das etwasdau interkondylaren Notch des
Femurs herausragte, in eine Drehhilfe eingespawdr dies aufgrund zu geringen
Uberstandes des LMN nicht gut moglich, wurden ggrifnteile des distalen Femurs

reseziert, um so das Ende des LMN besser erremh&iinnen.

Nach erfolgtem Einspannen des LMN wurde er untersigbtigen, gegen den

Uhrzeigersinn gerichteten Drehungen aus dem Fentterat.

3.3.4 Beurteilung der Frakturheilung

Die Beurteilung der Frakturheilung nach Ende destiBehtungszeitraums erfolgte durch:

1. Radiologische Untersuchung
2. Biomechanische Untersuchung

3. Histologische Untersuchung

3.3.4.1 Radiologische Untersuchung

Direkt nach Totung der Mause wurden digitale Roméggnahmen der rechten Hinterbeine

angefertigt. Dies erfolgte noch vor der PraparatienFemora.

Fur die Aufnahmen wurden die Femora im seitlichetnal®engang gerdntgt. Die
Belichtungszeit betrug 10 Sekunden bei einer R@pa&mnung von 26kV.

Fur die Aufnahmen wurde das digitale Labor-Radipgrasystem MX-20 der Firma
Faxitron (MX-20®Faxitron X-Ray Corporation, lllin@lUSA) verwendet. Es handelt sich
um ein so genanntes Réntgenvollschutzgerat, dasewdhiler Anwendung keine Strahlung
in gesundheitsgefahrdenden Dosen an die Umgebumgptaljder in Deutschland

vorgeschriebene Grenzwert von (/S#/'h im Abstand von 10cm wird weit unterschritten).
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Zur Untersuchung wurden die Tiere in das Geratggeléur genauen Positionierung der
Tiere zum Rontgenstrahl diente ein System aus kaserstrahlen, in deren Schnittpunkt

die Femora der Mause positioniert wurden.

Erst nach Schluss der Sicherheitstire des ROntg#ege konnten die Aufnahmen

angefertigt werden.

Alle Aufnahmen wurden im TIFF-Format digital gesgreart. Die Auswertung der digitalen
Rontgenaufnahmen erfolgte unter Verwendung desikKprafjramms Image J (ImageJ
Analysis System, NIH, Bethesda/USA). Hier wurde Heatlusdurchmesser [mm] sowie
der Femurdurchmesser [mm] bestimmt. Als Zielwertdeumittels Microsoft Office Excel

2003 (Microsoft Corporation, Redmond/USA) das Vérhé von Kallusdurchmesser zu
Femurdurchmesser berechnet. Zur Beurteilung dercHerden Uberbriickung der
Osteotomie wurde der Goldberg-Score verwendet [6B¢r wurden den Femora bei
fehlender Uberbriickung O Punkte zugeordnet. BeiHamd der Rontgenbilder nicht
definitiv feststellbarer Heilung wurde ein Punktiveon 1 zugeordnet, bei radiologisch

eindeutiger Heilung ein Punktwert von 2.

3.3.4.2 Biomechanische Untersuchung

Im Anschluss an die radiologische Untersuchunggdalie Praparation des rechten sowie
des linken Femur, welche sofort biomechanisch saotdt wurden. Vor Beginn der
Testung wurden die Bestandteile des LMN sorgfédtigfernt, ohne die Strukturen des

Knochens in der Frakturzone zu beschadigen.

Jedes Femur (rechtes und linkes) wurde einem 3iHRiegungstest unterzogen. Diese
Untersuchung wurde mit einer Materialtestungsmasciizwicki BZ 2.5/TS1S®, Zwick
GmbH & Co. KG, Ulm/Deutschland) durchgefthrt.

Die Knochen wurden hierzu beidseits frei aufliegesndf eine Halterung mit einem
Abstand der beiden Auflagepunkte von 6mm platziBre Femora wurden so auf der
Unterlage angebracht, dass sich der mittig diaphystigene Frakturbereich genau in der

Mitte zwischen den Auflagepunkten befand.
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Auf eben diese Stelle wurde dann von oben mittefeese in vertikaler Richtung

beweglichen Stempels eine Kraft auf die Knochemaiiist (Abbildung 7).

Abbildung 7: Darstellung der Testmaschine. Der dirRfeil zeigt auf den Kraftstempel. Der rechte IPfei

deutet auf die Liicke der Auflage, die vom Femutkeodiberbriickt wird.

Der Kraftstempel bewegte sich mit einem konstanfenschub von 1mm/min auf den

Knochen.

Gemessen wurde hierbei die resultierende Kraft, alag resultierende Kraft-Weg
Diagramm wurde aufgezeichnet. Die Messung erfolgegstérungsfrei, wobei der
Messvorgang im linearen Teil des Kraft-Weg-Diagrasnwor Frakturierung gestoppt

wurde.

Wahrend der gesamten Zeit zwischen Ausbau und fAgsturden die Knochen mit NaCl-
Spullésung feucht gehalten, um eine mogliche Vecfding der Werte durch

Austrocknung der Knochen zu verhindern.
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Als Parameter zur Beurteilung der Frakturheilungrdeudie Biegungssteifigkeit der
Femora bestimmt. Die Biegungssteifigkeit der untelnsen Knochen wurde definiert als
die Verformbarkeit der Knochen in Millimetern (mne) ausgelbter Kraft in Newton (N)
und wurde aus dem ersten linearen Bereich des -Mrfa§-Diagramms als Steigung

abgelesen [N/mm].

Zur Normalisierung der Werte wurde die Steifigkadr rechten, frakturierten Femora in

Prozent zur Steigung der linken, gesunden Femaegaien.

3.3.4.3 Histologische Untersuchung

Zur histologischen Untersuchung wurden die rechddaerschenkelknochen aller Tiere
unmittelbar nach der mechanischen Knochentestungachst fir 24 Stunden in
Zinklésung (IHC Zinc Fixative® BD Biosciences, Sdase/USA) fixiert. Anschlie3end
wurden sie fur vier Wochen bei 4°C in zehnprozeartigthylendiaminotetraessigsaure

(EDTA) zur Entkalkung gelagert.

Die entkalkten Knochen wurden in einer aufsteiganélkoholreihe (jeweils eine Stunde
mit 70 %, 80 %, 90 %, sowie viermal eine Stunde D@0 % Alkohol) entwassert. Im

Anschluss wurden die Proben dreimal fur jeweil®eedtunde mit Xylol behandelt, um das
Gewebe paraffingangig zu machen. Abschlie3end viudie Proben Uber den Zeitraum

von einer Stunde in heilBem Paraffin eingebettet.

Im weiteren Verlauf wurden mit einem Schlittenmiknm (Leica SM 2000R, Leica
Microsystems, Wetzlar/Deutschland) 5um dicke Sdpwdiparate im Bereich des
maximalen Kallusdurchmessers in sagittal-longitatéin Schnittfihrung angefertigt und
nach der Masson-Goldner-Methode gefarbt. Hierzudemrdie Proben zunachst 1-2
Minuten in Weigerts Eisenhamatoxylin gefarbt, 10Nliluten unter flielBendem Wasser
gespult und anschlieBend weitere 5-7 Minuten in cBan-Saurefuchsin-Azophloxin
gefarbt. Nach Spillung mit 1% Essigsdure erfolgtee dBehandlung mit

Molybdatophosphorsaure-Orange bzw. Wolframatophasature-Orange bis zur vélligen

Entfarbung des Bindegewebes. Nach erneuter Spihihgl% Essigsdure wurden die
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Praparate mit Lichtgrin fiar funf Minuten gegengbfaund abschlieBend mit 1%

Essigsaure fur 5 Minuten ausgewaschen sowie imdgpapol entwassert.

Zur Auswertung der Praparate wurden die histoldgiac Schnitte unter 1,25-facher
VergrofRerung (Olympus BX60 Microscope® Olympus, ibokapan) digitalisiert (Zeiss
Axio Cam and Axio Vision 3.1, ®Carl Zeiss, OberkeadlDeutschland) und mit Hilfe
eines Bildauswertungsprogramms analysiert (Imagedalygis System® NIH,

Bethesda/USA).

Folgende Parameter wurden bestimmt (siehe auchdhlriy 8):

Durchmesser Kallus [mm]

Durchmesser Femur [mm]

Breite Frakturspalt dorsal [mm]

Breite Frakturspalt ventral [mm]

Periostale Kallusflache gesamt [mm?]

Flache des kndéchernen Anteils innerhalb des petasKallus [mm?]
Flache des knorpeligen Anteils innerhalb des ptaies Kallus [mm?]

Flache des bindegewebigen Anteils des periostaddlug[mm?]

© ® N o g bk w0 DNPRE

Punktwert fur Heilung (ventraler und dorsaler Spal Punkte fir eine kndcherne
Uberbriickung des Frakturspalts, je 1 Punkt fur &imerpelige Uberbriickung und
0 Punkte fiir eine bindegewebige Uberbriickung daktérspalts) [27]

44



Material&Methodik

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Ausweysparameter: 1 = Kortikalis, 2 = Markhohle,

3 = Frakturspalt, 4 = periostaler Kallus, 5 = Ferrdurchmesser, 6 = Kallusflache

Als Zielwerte wurden gemald den Empfehlungen der Wogae Society of Bone and
Mineral Research (ASBMR) [54] folgende Parameteetienet:

Kallusflache / Femurdurchmesser [mm]
Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser [%)]
Kndcherne Kallusflache / Kallusflache [%]

Knorpelige Kallusflache / Kallusflache [%]

o 0 Dbdp PR

Bindegewebige Kallusflache / Kallusflache [%0]
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3.4 Statistik

Alle statistischen Ergebnisse wurden als Mittelewert Standardfehler (MW=SF)
angegeben. Vergleiche zwischen den Studiengruppadlewr mit Hilfe der einfachen
ANOVA-Analyse sowie dem Newman-Keuls-Test als Pios$t durchgefihrt. Um
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnenrt®de anzuzeigen, wurde ein

Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt.

Zur Speicherung und Archivierung der ermitteltentddasowie einfacher Berechnungen
wurde das Programm Microsoft Office Excel 2003 (Msoft Corporation,
Redmond/USA) verwendet.

Die statistische Auswertung und Erstellung der @Geasp erfolgte mittels des
Statistikprogramms GraphPad Prism Version 4.00 gf@Pad Prism Software® San
Diego/USA).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Der LockingMouseNail

Der LMN wurde wie folgt entwickelt und gebaut: D&agstem des LMN besteht aus einem
intramedullaren Marknagel und zwei Verriegelungsgowie einem speziell entwickelten

Zielgerat, das mit einer Feststellschraube am LMbert wird.

Dazu kommen zwei verschiedene Sagelehren, einarfén Frakturspalt von 0,25mm, die

andere flr einen Frakturspalt von 2mm (Abb. 9 8.

Abbildung 9 A und B:
(A) Darstellung der Bestandteile (1-5) des LMN-8yweim GroRenvergleich mit einem Streichholz:
(1) Sagelehre 0,25mm, (2) Zielgerat, (3) Feststetisube, (4) Verriegelungspins, (5) Marknagel

(B) Implantierter LMN im Gro3envergleich mit eing¢tamerusmarknagel fir Menschen sowie mit einem
Streichholz

Der LMN hat einen Durchmesser von ca. 0,8mm unds@ner Spitze ein Gewinde
(Durchmesser 0,6mm) zur Verankerung im Trochantssimader Maus. Des Weiteren
kann durch das Vorliegen des Gewindes eine Komipresder beiden Frakturenden
zueinander erreicht werden, indem nach vollstamdigektur des Femurs der LMN mit

drei bis vier Umdrehungen weiter in die Kortikailis Trochanterbereich getrieben wird.
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Auf diese Weise werden die Frakturenden einandegerahert, und man kann, wenn

gewinscht, eine Kompression der beiden Knocheneaale@mander ausiben.

Senkrecht zu seiner Achse sind in der Mitte deselagn Abstand von 0,5cm zwei
Bohrungen eingebracht mit einem Durchmesser vormm®,3 Diese sind fur die

Verriegelungspins (Durchmesser 0,3mm) vorgesehen.

An seinem distalen Ende hat der LMN auf einer Lamgeca. 5mm eine abgeflachte Seite.
Durch diese Modifikation lasst sich das Zielgerébau auf den Marknagel aufbringen. Es
kann nur bis zum Ende der abgeflachten Seite ded LM Richtung Nagelspitze
geschoben werden. So wird die richtige Position dietgerats in Bezug zu LMN und
Femur garantiert (Abb. 10 A u. B).

Die Verriegelungspins haben einen Durchmesser van 0c3mm und weisen eine
Sollbruchstelle auf. Diese befindet sich am Ubeggawischen diinnem und dicken Teil
des Verriegelungspins. Die Verriegelungspins kénménHilfe des Zielgerates genau an
den Stellen in den Knochen eingebracht werden, earerd sich auch die Bohrungen im
LMN befinden. Dies ist wichtig, da die BohrungenchaEinbringen des LMN in den

Mausefemur fir den Operateur nicht mehr sichtbat.si

Bei korrektem Sitz der Verriegelungspins brechesseliab einem gewissen Drehmoment
an der oben beschriebenen Sollbruchstelle, so desglickere Teil der Pins entfernt
werden kann (Abb. 10 A).

Das Zielgerat besteht aus einem L-formigen Arm aimer Feststellschraube aus Plastik.
Zur Fixierung des Zielgerats am LMN weist das Zéetd an seinem kurzen Schenkel eine

Offnung auf, die tiber den distalen Anteil des LM&sghoben werden kann.

Am langen Schenkel des Zielgerates befinden sidi Bohrungen im Abstand von 5mm.
Diese verlaufen senkrecht zur Achse des langennBele des Zielgerates. Durch diese
Offnungen werden der Bohrer und anschlieRend digidgelungspins an den LMN
gefuhrt. Durch die oben geschilderte exakte Pasgiong des Zielgerats in Beziehung
zum LMN verlaufen die Bohrungen im Zielgeréat in gaar Verlangerung zu den oben
beschriebenen Bohrungen im LMN. So kann der Boma&chdem er durch die Kortikalis

an der dem Zielgerat zugewandten Seite gedrungerdusch die Offnung im LMN
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gelangen, um dann auf der gegenuberliegenden $ese Femur wieder durch die
Kortikalis zu treten. Auf diese Weise wird ein Kafig die Verriegelungspins geschaffen,
die anschlielRend nur noch in die Bohrkanéle eirejgdwerden mussen (Abb. 10 B).

Abbildungen 10 A und B:

(A) LockingMouseNail (LMN) mit Implantationsinstrentarium. Die Verriegelungspins sind in das Femur
eingebracht. Die Dicke des Zielgerates (5mm) isdér Abbildung markiert. Das C-férmige Ende der
Sagelehre umgibt das Femur. Der Fuhrungsspalt fiégr @igly-Drahtsage verlauft durch den gesamten
knochennahen Anteil der Sagelehre. Hier ist diee®ge fur den 0,25mm-Defekt abgebildet.

(B) Komponenten des LMN: 1= Abgeflachtes distaledeEd. Marknagels (8=0,8mm), 2=Feststellschraube,
3=distales Ende des Marknagels, 4= Sageschablon&/&riegelungspin (J 0,3mm)

Die beiden Sagelehren bestehen aus Kunststoff.eBe@ben an einem Ende eine

Einkerbung zur stabilen Befestigung am Zielgerat.

Die beiden Séagelehren unterscheiden sich an dera, Blad sich femurnah befindet. Bei
der Sagelehre, mit der ein Frakturspalt von 0,25geschaffen wird, besteht nur ein
Fuhrungsspalt fur die Gigli-Drahtsage. Bei der &dtge, die fur einen Frakturspalt von
2,00mm vorgesehen ist, bestehen zwei Spalte, ddiecheine Fuhrung der Gigli-Sage

bewirkt wird, wobei der Abstand zwischen beidenl&pa2,00mm betragt.

Die knochennahen Enden der Séagelehren haben loeirb8&gelehrentypen eine C-Form,
wodurch das Femur umgriffen wird. Auf diese Weisstbht die Moglichkeit, die Gigli-
Sage exakt um den Knochen zu fihren und so einedatdisierte Osteotomie
durchzufihren (Abb. 10 A u. B).
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4.2 Ex vivo Analyse

Die biomechanische Analyse ergab eine signifikanit3dgre Torsionssteifigkeit flr den
LMN verglichen mit dem konventionellen intrameduvdié Pin (Abbildung 11). Es zeigte
sich jedoch kein signifikanter Unterschied der Tarssteifigkeit zwischen dem LMN und
dem unfrakturiertem Femur. Lediglich bei 5° und 2B6f Rotationsversuch zeigte der

unfrakturierte Femur eine gro3ere Steifigkeit aslOMN (Abbildung 11).

8- Femur alleine
-A- LockingMouseNail
-+ npormaler Pin

Drehmoment [Nmm]

0 10 20 30
Torsionswinkel []

Abbildung 11: Ex vivo Analyse der biomechanisch&gifi§keit verschiedener Implantatsyteme fur das
Femur der Maus. Im Diagramm ist das Drehmoment geden Torsionswinkel aufgetragen. Der
LockingMouseNail zeigt im Vergleich zu einem Ulgichintramedullaren Pin eine signifikant hohere
Rotationsstabilitat (MW4+SF, # p<0,05 LockingMousé@Ne. Femur alleine, * p<0,05 LockingMouseNalil

vs. intramedullarer Pin).
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4.3 In vivo Analyse

4.3.1 Postoperativer klinischer Verlauf

Die operierten Tiere belasteten direkt postoperdéis operierte rechte Hinterbein, wobei
nach ca. zwei bis drei Tagen die Aufbelastung naheadlstandig vollzogen und ein
normales Gangbild erreicht war. Die Mause zeigtannieiteren Verlauf einen normalen

Bewegungsablauf ohne hinkendes Gangbild.

Bei der nach Tétung der Tiere durchgefiihrten Megsles Korpergewichts zeigte sich
sowohl nach zwei, finf und zehn Wochen keine sikgniite Gewichtsab- oder zunahme
(Abbildung 12).

40~

30 1 préaoperativ
I bei Totung

20+

Gewicht [g]

10+

T T T
2 Wochen 5 Wochen 10 Wochen

Abbildung 12: Darstellung der Entwicklung des Géwscder untersuchten Mause zu den unterschiedlichen

Untersuchungszeitraumen (MW+SF)

Aus der Studie ausgeschlossen wurden Tiere, beiendees zu Losungen der

Verriegelungspins kam.

Bei 4 der 42 operierten Tiere kam es zu Pinlosungeas einer Komplikationsrate von
9,5% entspricht. Im Verlauf trat lediglich ein Falhes infizierten Knochens auf, was einer

Infektionsrate von 2,4% entspricht.
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Aufgrund der Ausfallrate wurden letztlich 37 Tiena die weitere Auswertung

eingeschlossen (Abbildung 13).

0,00 mm 0,00 mm 0,25 mm 0,25 mm 2,00 mm 2,00 mm
Gruppe
2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen 5 Wochen 10 Wochen

N 7 6 5 7 6 6

Abbildung 13: Auflistung der in die Auswertunggggangenen Tiere

4.3.2 Ergebnisse der radiologischen Auswertung

Nach zwei Wochen wiesen Tiere mit 0,00mm Spaltgréiteen Goldberg-Score von

0,5+0,22 auf, Tiere mit einem Frakturspalt von @2% einen Score von 0,5+0,29. Nach
funf Wochen waren die Knochen von Tieren mit Spalkgn von 0,00mm und 0,25mm

radiologisch geheilt. Dies zeigte sich in einemdbelrg-Score von 2+0 in beiden Gruppen.
Dieser Wert war signifikant hoher (p<0,001) alsatken anderen Zeitpunkten. Mause mit
einem Frakturspalt von 2,00mm zeigten dagegen fiadhNochen keine Anzeichen einer
knochernen Frakturheilung und erreichten ledigkatien Goldberg-Score von 0,17+0,17.
Auch nach zehn Wochen zeigten Tiere mit einer $pate von 2,00mm keine kndcherne
Heilung und prasentierten sich als atrophe Psdudaen, mit einem Goldberg-Score von

0+0 (Abb. 14 u. 15 A-F).

-

Goldberg-Score

0 T T
0,00 mm,2W 0,00mm,5W 0,25mm,2W 0,25mm,5W 2,00mm,5W 2,00mm,10W

Abbildung 14: Radiologische Auswertung der Frakaitlmg anhand des Goldberg-Scores[53]
(MW4SF, * p<0,05 v.s. 0,00mm (2 Wo.), 0,25mm (2WH00mm (5 Wo.), 2,00mm (10 Wo.))
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0,00mm, 2 Wochen B 0,00mm, 5 Wochen

0,25mm, 2 Wochen 0,25mm, 5 Wochen

2,00mm, 5 Wochen 2,00mm, 10 Wochen

Abbildungen 15 A-F: Reprasentative Rontgenaufnahteeroperierten Oberschenkelknochen zum Ende des

jeweiligen Untersuchungszeitraums vor Tétung dereTi

Zwei Wochen postoperativ zeigte sich bei Tierenemem Frakturspalt von 0,00mm kein
signifikanter Unterschied der relativen Kallusgroferglichen mit Tieren mit einem
Frakturspalt von 0,25mm (113,1+£8,47% vs. 130,7£2%4n. s.). Nach funf Wochen
zeigte sich radiologisch keine Anderung der Kalti8g in den Gruppen mit SpaltgroRen
von 0,00mm und 0,25mm ohne signifikante Unterstdiewischen den einzelnen
Gruppen. Auch in der Gruppe mit einer Spaltgrof3a 2¢000mm fand sich nach flnf

Wochen eine mit den beiden anderen Gruppen (0,0@md 0,25mm) vergleichbare
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radiologische Kallusbildung, wahrend nach zehn Waockein radiologisch erkennbarer

Kallus mehr nachweisbar war (Abbildung 16).

160~
150-
140-
130-
1204 T T
110-
100-
90
80
70
60
50
40
30+
20
10

Kallus-/Femurdurchmesser
[%0]

0,00mm,2W 0,00mm,5W 0,25mm,2W 0,25mm,5W 2,00mm,5W 2,00mm ,10W

Abbildung 16: Graphische Darstellung des relativadiologischen Kallusdurchmessers mit Mittelwertiun
Standardfehler. Auf der Abszisse sind die untetsucisruppen der Studie aufgetragen. Auf der Ordinat

sind die Quotienten aus Kallusdurchmesser/Femuittuesser in Prozent aufgetragen.

4.3.3 Ergebnisse der biomechanischen Auswertung

Nach zwei Wochen fand sich sowohl bei einer SpalRgrvon 0,00mm als auch bei einer
SpaltgréRe von 0,25mm eine sehr geringe mechaniStdifgkeit der heilenden Femora
ohne signifikanten Unterschied zwischen den beidgruppen. (0,28+0,15% vs.
0,56%0,33%; n. s.). Funf Wochen postoperativ karatesinem signifikanten Anstieg der
Steifigkeit in den beiden Gruppen, welche jedochtereinander nicht differierte
(72,24+12,56% bzw. 62,61+13,43%).

Tiere mit einem Frakturspalt von 2,00mm wiesen nfoif Wochen eine sehr geringe
Steifigkeit auf (0,46+0,30%), welche signifikant rigpgerer war als bei Tieren mit
Spaltbreiten von 0,00mm und 0,25mm. Auch nach x#bnhen zeigte sich bei Tieren mit

einem Frakturspalt von 2,00mm biomechanisch eisblaibende Frakturheilung mit einer
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nicht messbaren Steifigkeit von 0,00+0,00% im Veigli zum gesunden linken Femur
(Abbildung 17).

i

8

_|

(%]

2

&

o

Steifigkeit Femur rechts/Femur links

0,00mm,2W 0,00mm,5W 0,25mm,2W 0,25mm,5W 2,00mm,5W 2,00mm ,10W

Abbildung 17: Graphik der biomechanischen Testuritel® Dreipunkt-Biegung. Die Biegesteifigkeit der
osteotomierten Femora ist im Verhéltnis zu den edateralen gesunden Femora in Prozent angegeben
(MWH4SF, * p<0,001 vs. 0,00mm (2 Wo.), 0,25mm (2 900mm (5 Wo.) und 2,00mm (10 Wo.)).

4.3.4 Ergebnisse der histologischen Auswertung

Histologisch zeigte sich in allen Gruppen das Rilder sekundaren Frakturheilung mit
periostaler Kallusbildung. Die Kallusbildung war emWochen postoperativ am gréf3ten
ausgepragt. Hier zeigten Tiere mit einer Spaltgréfde 0,25mm eine signifikant groRere
Kallusflache als Tiere aller anderen Gruppen. Nficti Wochen kam es bei Tieren mit
SpaltgroRen von 0,00mm und 0,25mm zu einer sigmtién Abnahme der Kallusflache.
Tiere mit einer SpaltgroRe von 2,00mm zeigten ridohWochen noch eine vergleichbare
Kallusflache wie Tiere mit den kleineren Spaltleaitvon 0,00mm und 0,25mm zum
entsprechenden Zeitpunkt. Nach zehn Wochen kamaes duch bei Tieren mit einer

SpaltgréRe von 2,00mm zu einer Reduktion der Kéiflase (Abbildung 18).
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Kallusflache/Femurdurchmesser
[mm]

0,00mm,2wW 0,00mm,5W 0,25mm,2W 0,25mm,5W 2,00mm,5W  2,00mm ,10W

Abbildung 18: Darstellung der Kallusflache im Veltnés zum Femurdurchmesser (MW+SF, * p<0,05 vs.
0,00mm (2 Wo.); # p<0,01 vs. 0,00mm (5 Wo.), 0,2%0.), 2,00mm (5 Wo.) und 2,00mm (10 Wo.))

Zur weiteren Differenzierung der Kalluszusammensasgzuntersuchten wir den Anteil an
Knochen, Knorpel und Bindegewebe zu den einzelngitpdnkten. Histologisch zeigte
sich das Bild einer sekundaren Frakturheilung nmtelen von Knorpel in allen Gruppen,
welche auf eine enchondrale Knochenbildung hinweif®n grél3ten Anteil an Knorpel
innerhalb der Kallusflache zeigten Tiere mit eigraltgréfie von 0,00mm und 0,25mm
nach zwei Wochen. Der Knorpelanteil in diesen bei@euppen war nach zwei Wochen

signifikant groRRer als in allen anderen Gruppen.

Nach funf Wochen kam es bei Tieren mit Spaltgro@e ©,00mm und 0,25mm zu einer
signifikanten Abnahme des knorpeligen Kallusanteitsvie parallel hierzu zu einer

signifikanten Zunahme des kndchernen Kallusanteils.

Der Kallus von Tieren mit einer SpaltgroRe von ;a® bestand sowohl nach funf als
auch nach zehn Wochen zu einem Uberwiegenden AmisilBindegewebe, wobei es zu
einer signifikanten Zunahme des Bindegewebsanteischen der funften und zehnten
Woche kam. Tiere mit einer Spaltgrof3e von 2,00mésgmtierten sich auch nach zehn
Wochen mit dem Bild einer atrophen Pseudarthroseabsbleibender Kallusbildung und

einem Bindegewebsanteil von 81% am Gesamtkallubi{émng 19).
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1 Bindegewebe
3 Knorpel
I Knochen

Gewebezusammensetzung Kallus [%0]

0,00mm,2W 0,00mm,5W 0,25mm,2W 0,25mm,5W 2,00mm,5W 2,00mm,10W

Abbildung 19: Dargestellt sind die prozentualen ellet von Knochengewebe, Knorpelgewebe und
Bindegewebe am gesamten periostalen Kallus. Signt& Unterschiede im Knorpelgehalt sind mit (*)
dargestellt: (* p<0,01 vs. 0,00mm (5 Wo.), 0,25mBnWo.), 2,00mm (5 Wo.) und 2,00mm (10 Wo.));
signifikante Unterschiede im Knochengehalt mit (@#: p<0,01 vs. 0,00mm (2 Wo.), 0,25mm (2 Wo.),
2,00mm (5 Wo.) und 2,00mm (10 Wo.)) und signifékdsnterschiede im Bindegewebsgehalt mit (+): (+
p<0,05 vs. 0,00mm (5 Wo.) und 0,25mm (5 Wo.)).

Nach zwei Wochen kam es in keiner der untersucl@emppen zu einer kndchernen
Uberbriickung des Osteotomiespalts, was sich inneilkeilungs-Score von 0,25 in der
Gruppe mit einer Spaltgrof3e von 0,00mm sowie eimtilungs-Score von 1,25 in der
Gruppe mit einer Spaltgrol3e von 0,25mm &aulRerte hNanf Wochen fand sich eine
komplette knécherne Heilung in den Gruppen mit gpdBen von 0,00mm und 0,25mm.
In der Gruppe mit einer Spaltgréf3e von 2,00mm kamnwveder nach funf noch nach zehn

Wochen zu einer knéchernen Uberbriickung des Fispaits (Abbildung 20 u. 21).
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L ——

0,00mm,2W 0,00mm,5W 0,25mm,2W 0,25mm,5W 2,00mm,5W 2,00mm ,10W

Histologischer Heilungs-Score
N
1

Abbildung 20: Diagramm des histologischen ScoresBaurteilung der Frakturheilung nach Garcia et al.
[23]. Ein Punkwert von 4 zeigt eine komplette kreiole Uberbriickung des Frakturspalts an (MW+SF;
* p<0,001 vs. 0,00mm (2 Wo.), 0,25mm (2 Wo.), 2@m,mWo.) und 2,00mm (10 Wo.)).
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0,00mm, 2 Wo -0,00mm, 5 Wo

2,00mm,10 Wo

Abbildung 21: Reprasentative histologische Schniter einzelnen Gruppen zu den verschiedenen
Zeitpunkten. Die histologische Farbung erfolgte m&tasson und Goldner. Nach fiinf Wochen ist beineine

Spalt von 0,00mm und 0,25mm deutlich eine knéchebeebauung der Fraktur zu sehen. In der Gruppe
mit einer SpaltgréRe von 2,00mm zeigt sich wedehrféinf noch nach zehn Wochen eine knécherne

Uberbauung des Osteotomiespalts.
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5 DISKUSSION

Wahrend in der Vergangenheit vor allem Groldtiermled&ir Frakturheilungsstudien
verwendet wurden, geraten in jungster Zeit vorn&imlKleintiermodelle in den
Mittelpunkt traumatologischer Forschung. Hier s$teie Maus ein ideales Versuchstier dar.
Transgene Mausstdmme, Knock-out-Tiere sowie eiregrAnzahl biomedizinischer
Werkzeuge, wie etwa monoklonale Antikorper, verspem in Zukunft zunehmende
Einblicke in die molekularen Mechanismen der Freketlung [55, 56]. Aufgrund der
GrolRe der Tiere ist eine stabile Versorgung vondkeabrichen jedoch nur sehr schwer
durchfuhrbar. Dies ist aber erforderlich, da medare Einflisse selbst grolie
Auswirkungen auf den Heilungsprozess haben, wieBz.auf die Expression von
Wachstumsfaktoren, Zelldifferenzierung oder die bilelung von Gefal3en [21, 41, 57].
Bislang ist es jedoch noch nicht gelungen, eiramidullares Osteosyntheseverfahren fur
die Maus zu etablieren, welches vergleichbare bobvaieische Bedingungen bietet, wie sie
z. B. bei GroR3tiermodellen oder beim Menschen satibstandlich sind [36, 38, 40]. Auch
hinsichtlich des spéteren Transfers von Erkenrgnigais der Forschung in den klinischen
Alltag sollten bei Frakturstudien an Mausen didaylen Prinzipien zur Behandlung von
Knochenbrichen Anwendung finden wie beim Menschéih.dem LockingMouseNalil
wurde nun erstmals ein internes Osteosyntheseverfantwickelt, das eine mit humanen
Implantaten vergleichbare Stabilitdt gewahrleisiarch die Mdglichkeit der achs- und
rotationsstabilen osteosynthetischen Versorgung est uns des Weiteren gelungen,

Segmentdefekte verschiedener Grél3e stabil zu gEsor

5.1 Ex vivo Analyse der Implantatsteifigkeit

Die Ergebnisse der ex vivo Analyse zeigten sigaifte Unterschiede hinsichtlich der
Rotationsstabilitdt der getesteten Implante. DarkimgMouseNail (LMN) erwies sich als
signifikant stabiler als der in bisherigen Fraktudien bei der Maus am meisten

verwendete intramedullare Pin, der keinerlei Rotestabilitdt aufwies. Beim Vergleich
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der Rotationsstabilitat des LMN mit intakten Mawsebra zeigte sich jedoch eine
signifikant geringere Stabilitat fir den LMN. Histj et al. zeigten, dass eine dem intakten
Femur ahnliche Rotationsstabilitat bislang nur unferwendung von einem externen
Fixateur oder einer Verriegelungsplatte erreichtdsa kann [42]. Diese unterlegene
Steifigkeit des LockingMouseNail mit den von Higfiat al. beschriebenen Implantaten ist
jedoch aus unserer Sicht nicht von Nachteil. Imébégjl, klinisch verwendete Implantate
weisen keine Steifigkeit auf, welche mit der voswgalem Knochen vergleichbar ware. Da
der LockingMouseNail eine Steifigkeit besitzt, wedcmit der von humanen Marknageln
vergleichbar ist, kann davon ausgegangen werdess dar Heilungsverlauf eher der
Klinischen Situation entspricht, als bei Implantatelie tUber die Steifigkeit Klinisch

verwendeter Osteosyntheseverfahren hinausgeheb958,

Die erhOhte Rotationsstabilitdt des LMN verglichenit Gblichen intramedullaren
Pinverfahren kann darauf zuriickgefiuihrt werden, @assich beim LMN erstmals um ein
mit Pins verriegeltes Implantat handelt in einechrek, wie sie auch beim Menschen
Anwendung findet. In der hier durchgeflhrten exovidnalyse wurde lediglich die
Rotationsstabilitat des LockingMouseNail im Verglei mit anderen
Osteosyntheseverfahren flir Mause untersucht. Bs jealoch angenommen werden, dass
auch die axiale Stabilitdt des LMN durch das Vodersein der Verriegelungspins grof3er
ist als bei nicht verriegelten intramedullaren Takbn, bei denen es durch axialen

Zug/Stauchung zu einem Teleskopeffekt kommen kann.

Vor dem Hintergrund, dass bei der osteosynthetis&ersorgung menschlicher Frakturen
eine stabile Osteosynthese als Standard gilt, Bamon ausgegangen werden, dass bei der
Verwendung des LMN die Ablaufe bei der Frakturheguenen der Frakturheilung bei

Menschen ndher kommen als bei bisherigen instabiteeamedullaren Frakturmodellen.

5.2 In vivo Analyse

Aufgrund der Gewichtsentwicklung der operiertenr@igann angenommen werden, dass

die Implantation des LMN von den Mausen gut toktrikeurde. Postoperativ kam es zu
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einer altersentsprechenden Gewichtszunahme dereyidas darauf schliel3en lasst, dass
die Osteotomie des Femurs und das Vorhandenseilmgésntats den Allgemeinzustand

der Tiere nicht beeintrachtigten.

Die Frakturheilung bei Mausen erstreckt sich in Hegel Uber einen Zeitraum von bis zu
60 Tagen, wobei nach 14 — 21 Tagen die Frakturb@#mgerist und im anschlieRenden
Verlauf das Remodeling des Knochengewebes stattfiidd, 40, 60].

Aus diesem Grund wahlten wir bei den Gruppen nrieegeringen Spaltgréf3e (0,00mm
und 0,25mm) die Beobachtungszeitrdume von zwei \&ocimd finf Wochen. Wir gingen
davon aus, dass, in Ubereinstimmung mit vorherigeakturstudien an der Maus, nach
zwei Wochen schon eine frihe Frakturheilung eiatrettirde und nach fiinf Wochen sich
die Frakturzone im Zustand des Remodeling befaBdedl].

Bei den Gruppen mit einer kritischen Grof3e des ®eguefekts (2,00mm) wahlten wir

einen Analysezeitraum von funf und zehn WochenGdacia et al. zeigten, dass es bei
einem Defekt von 1,80mm zu einem friiheren Zeitpurddth zu keiner Uberbauung der
Fraktur und nach 15 Wochen gar zu einer Pseudaghhbildung gekommen war [23, 52,
62].

Die Ausfallquote von Tieren aufgrund von Losungear dVerriegelungspins oder
Lockerungen des LMN und des damit verbundenen Auligsses aus der Studie war mit
9,5%,in Konsens zu den von Auer et al. aufgestellterhfRigen fur Frakturstudien im

Tiermodell, auf einem zufriedenstellend niedrigbiiveau [63]. Die beobachteten
Pinldsungen traten vor allem bei den ersten ogenefieren auf. Nach dem Auftreten
erster Pinlockerungen wurde bei den folgenden Tieselizit auf ein prazises Aufbohren
der Pinlocher geachtet unter Vermeidung mehrfagienund Ausgehens mit dem Bohrer.
Somit sehen wir einen moglichen Grund fur die sgaReduktion der Pinlockerungen in
der Lernkurve des Operateurs. Neben einer somggaltiUberprifung der korrekten und
stabilen Pinverankerung unter Vermeidung mehrfactierbohrens ist eine ausreichend
lange Trainingsphase der Operationstechnik vor &éudienanwendung des hier

vorgestellten Modells zu empfehlen.
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Das Auftreten von Infektionen des operierten Knoshlezw. des Implantats war mit 2,4%
minimal und wies im Vergleich mit anderen Studibaj denen sich eine Spannbreite an
Infektionsraten von 0% bei Cheung et al. bis hin1l4% bei Claes et al. zeigte, ein
zufrieden stellendes Ergebnis [21, 40, 64]. In ves8tudie kam es in einem einzigen Fall
zur Infektion mit konsekutiver Destruktion des apden Femurs. Im Hinblick auf die
Invasivitat des Eingriffes mit offener Osteotomiendu des Einbringens von drei
Implantatkomponenten (Marknagel und zwei Verriegghpins) mit unterschiedlichem
Zugang war dieses Ergebnis zufriedenstellend. EimG fur die geringe Infektrate war
mutmalllich die praoperative Sterilisierung der Iamphte sowie die grof3zigig
durchgefihrten DesinfektionsmafRnahmen sowohl an Maus als auch an allen
verwendeten Instrumenten, welche in dieser Art @ederen Frakturmodellen nicht
beschrieben sind [21, 36, 65]. Eine weitere Ursdditnte sein, dass nach Abschluss der
Operation Knochen und Implantat keine Verbindunghnauf3en hatten, im Gegensatz zu
Verfahren mit externen Fixateuren, bei denen draadsatzlich der Fall ist und die auch
eine hohere Komplikationsrate aufweisen [21, 6§, @bwohl Infektionen leicht erkannt
und entsprechende Tiere aus Studien ausgeschiagsdan kdnnen, kann in zukinftigen
Studien ggf. durch ein strenges, komplett sterNM@sgehen die Infektionsrate weiter

gesenkt werden.

Die radiologische, biomechanische und histologiddhtersuchung zeigte eine knécherne
Heilung der Osteotomien nach funf Wochen in denpBem mit einer Spaltgrof3e von
0,00mm und 0,25mm. Im Gegensatz hierzu fandenrsach zwei Wochen in den beiden
Gruppen mit 0,00mm und 0,25mm SpaltgréRe keine amesbhen, radiologischen oder
histologischen Zeichen einer kndchernen Uberbrigldar Osteotomien. Dies stimmt mit
den Ergebnissen anderer FrakturheilungsstudiendeeiMaus Uberein, welche gezeigt
haben, dass es ab der dritten postoperativen W@h&1 Tagen) zu einer kompletten
Frakturheilung kommt [60, 68]. Im Folgezeitraum komes dann im Bereich des

Frakturkallus zu Umbauvorgangen, dem so genanneéemoeling [16, 60].

Biomechanisch fand sich in Ubereinstimmung mit déstologischen und radiologischen
Ergebnissen nach fiinf Wochen eine knécherne Uberigamit einer Steifigkeit von etwa

70% im Vergleich zum gesunden kontralateralen Fenkime Stabilitat von 100%,
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entsprechend dem kontralateralen gesunden Femwayastuell deswegen nicht erreicht
worden, weil zu diesem Zeitpunkt (finf Wochen ppstativ) die Remodelingphase noch
nicht abgeschlossen war. Isaksson et al. berichteiediesem Zusammenhang von
Zeitrdumen von mehr als sieben Wochen bis zum Absstdes Remodeling bei Mausen
[60].

Nach zwei Wochen fanden wir trotz histologisch uratiologisch nachweisbarer
Kallusbildung eine im Vergleich mit anderen Studm@rdrigere Stabilitat, welche unter
1% im Vergleich zum gesunden kontralateralen Fefagr[36, 69]. Dies mag darin
begrindet liegen, dass diese Studien im Gegensatmgerer Studie in geschlossenen
Frakturmodellen erfolgten. Da ein Weichteilschatekanntermal3en die Frakturheilung
negativ beeinflusst [7, 70], kann die nach zwei W&t von uns gemessene geringere
Steifigkeit ggf. auf den durch den operativen Zugaomedingten Weichteilschaden
zurtckgefuhrt werden. Ein weiterer Unterschied wgrs8tudie zu anderen Frakturstudien
an der Maus, die nach zwei Wochen Steifigkeiten 4is20% zu gesunden Femora
berichten [65], ist eine geringere Kallusbildung beeren, die mittels LMN stabilisiert
wurden [64, 69]. Instabilitdt und die damit verbandn interfragmentaren Bewegungen
sind ein Stimulus zur Ausbildung eines groRen Fndietlus [21]. Somit ist anzunehmen,
dass es in der vorliegenden Studie aufgrund deeredhSteifigkeit des Implantats zu einer
geringeren Kallusbildung gekommen ist. Der geriegéallus nach zwei Wochen in der
vorliegenden Arbeit geht ebenso mit einer geringe@erschnittsflache einher. Diese
Verringerung der Querschnittsflache auf Hohe dete@emie erklart moglicherweise in

Teilen die von uns gemessene geringere Biegedteifif21].

Die Heilung der osteotomierten Femora erfolgte bwime sekundare Frakturheilung mit
enchondraler Knochenbildung im Zentrum des Kallushen der Osteotomie und
intramembrandser Knochenbildung, ausgehend vonotosteefernen Periost. Wie auch
von Gerstenfeld et al. und anderen Autoren bedodmie zeigten Tiere mit einem
Frakturspalt von 0,00mm und 0,25mm histologischhnawei Wochen einen hohen
Knorpelanteil am Gesamtkallus [71, 72]. Knochend®wvhingegen stellte zu dem friihen
Zeitpunkt nach zwei Wochen nur einen geringen Amstei Gesamtkallus dar. Dieses Bild

entsprach der Proliferationsphase der Frakturhgjlunédhrend der im Rahmen der
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enchondralen Knochenbildung eine Knorpelzwischdashls Matrix fir eine spatere

Substitution durch neues Knochengewebe gebildet \B].

Nach funf Wochen bestand das Kallusgewebe in demppg&n mit Spaltgrofen von
0,00mm und 0,25mm Uberwiegend aus Knochen. Innémsveise zeigte sich hier kein
Knorpelanteil mehr. Der fehlende Knorpel innerhdlis Kallus ist dadurch zu erklaren,
dass die Osteotomien bereits knochern Uberbautnwanel somit kein mechanischer
Stimulus mehr flr eine weitere enchondrale Knociiéabg bestand. Die kndcherne
Uberbauung der Osteotomie mit entsprechender miscihen Festigkeit zeigte sich auch
in unserer biomechanischen Untersuchung. Hierbgjtere Tiere mit Spaltgrof3en von
0,00mm und 0,25mm eine hohe Steifigkeit von 70%\ergleich zum kontralateralen
gesunden Femur. Unsere Ergebnisse zeigen, dass sieh Gruppen mit einer Spaltgrol3e
von 0,00mm und 0,25mm die geheilten osteotomieRemora schon in der Phase des
Remodelings befanden. Dies steht in Ubereinstimmuomg den von Einhorn et al.
beschriebenen Abschnitten der Frakturheilung, bened es nach Abschluss der
knochernen Konsolidierung zu keiner weiteren endmalien Knochenbildung kommt,

sondern die Knochenstruktur entsprechend den mesdiem Anforderung umgebaut wird
[7].

Im Vergleich zu den Tieren mit einer Spaltgrof3e WASmm zeigten Tiere mit einer
SpaltgréRe von 0,00mm nach zwei und finf Wocherereitendenziell geringeren
Kallusumfang. Dieses Ergebnis konnte darauf zuniithmen sein, dass Tiere ohne
Osteomiespalt (0,00mm) durch den Kontakt und dienpi@ssion der Knochenenden eine
groRere Primarstabilitat aufwiesen, als dies berérn mit einer Spaltgrof3e von 0,25mm
der Fall war. Dies ware in Ubereinstimmung mit ebiedenen anderen Studien an der
Maus oder am Schaf, die zeigen konnten, dass ediftege Stabilitéat mit einer geringeren
Kallusbildung einhergeht [21, 27, 41].

Trotz des direkten Kontaktes der Frakturenden werérdanatomischer Reposition kam es
bei diesen Tieren jedoch nicht zu einer direkteakerheilung. Dies deutet darauf hin,
dass es auch beim LMN trotz der hohen mechanisBhegnilitat im Vergleich mit bisher
verwendeten intramedullaren Osteosynthesetechnikemoglicherweise Zu

Mikrobewegungen im Frakturbereich kam. Diese Milkewbgungen stimulieren die
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Knorpel- und Kallusbildung im Frakturbereich unchifén zur sekundéaren, vornehmlich
enchondralen Knochenbildung [21, 73]. Ein weite@und fur das Ausbleiben einer
primaren Frakturheilung kann in der Knochenstrukter Maus selbst liegen, welche kein
Havers-System aufweist. Dieses Havers-System dsicfe maf3geblich verantwortlich fir
eine direkte Durchbauung eines frakturierten Knoasheund damit der primaren
Frakturheilung. Da unseres Wissens bis dato noai fkeakturmodell zur Untersuchung
einer primaren Frakturheilung in der Literatur beseben ist, bleibt unklar, ob die Maus

bedingt durch ihre Anatomie hierzu tberhaupt inldege ist.

Im Gegensatz zu Tieren mit einer Spaltgrof3e voArdd und 0,25mm zeigten Tiere mit
einer SpaltgrofRe von 2,00mm weder nach finf nodh rz&hn Wochen eine knocherne
Uberbauung der Osteotomie. Unsere Untersuchundgteaedass es bei diesen Tieren zur
Entstehung einer atrophen Pseudarthrose kam. Dhegge sich an den fir atrophe
Pseudarthrosen typischen radiologischen Merkmalene etwa der fehlenden
Uberbrickung der Osteotomie, der ausbleibende #aililung sowie den typischen
abgerundeten und sklerosierten Knochenenden [2&). hesonderem Interesse erscheint
hierbei, dass diese Merkmale atropher Pseudarthrese der flunften bis zur zehnten
Woche einen progredienten Verlauf aufwiesen. Daigtzdass es sich hier nicht um eine
stark verlangsamte Frakturheilung handelte, sondatsprechend einer Pseudarthose der
Heilungsprozess zum Erliegen gekommen war. Auchhidimlogische Zusammensetzung
des Gewebes im Frakturspalt deutete auf das Veriegner atrophen Pseudarthrose hin.
So bestand das Kallusgewebe Uberwiegend aus Biwebgeund nur zu einem geringen
Anteil aus Knochen und Knorpel. Die von uns beobstehZunahme von Bindegewebe
und parallel hierzu die Abnahme an Knochen im kKaltwischen der funften und zehnten
Woche sprechen ebenfalls fir ein Erliegen der Kanbkilung. Insbesondere aufgrund des
racklaufigen Anteils an Knochen im Kallus gehen nicht davon aus, dass es nach einem
langeren Untersuchungszeitraum zu einer kndcherhbserbauung des 2,00mm
Osteotomiespaltes gekommen ware. Die histologischeasammensetzung des
Kallusgewebes mit Uberwiegendem Anteil an Bindedmwventspricht Angaben aus der

Literatur fur atrophe Pseudarthrosen in verschiede3pezies [30, 48, 74].

66



Diskussion

Im Gegensatz zu Tieren mit einer kleinen Fraktutgp#3e von 0,00mm und 0,25mm
zeigten Tiere mit einer Spaltgrof3e von 2,00mm redin Wochen eine deutlich geringere
Kallusbildung. Der Rickgang der Kallusbildung ish @hesten durch ein Sistieren der
Knochenheilung zu erklaren. Verschiedene ander@i&tubeschreiben ebenfalls eine
verminderte Kallusbildung bei Pseudarthrosen, isshdere bei Frakturen mit

persistierendem grol3en interfragmentaren Spaltq2]L,

Im Gegensatz zu den meisten bisher beschriebermd&shrosemodellen im Kleintier
fuhrten wir in der Gruppe mit einer Spaltgréf3e YH®O0mm keine Deperiostierung durch.
Somit ist im Gegensatz zu den vorgenannten Studiight davon auszugehen, dass eine
gestorte periostale Blutversorgung oder der Verhig$¢ogener Zellen im Periost Ursache
fur die Entstehung einer Pseudarthrose waren. \éeimst der grof3e interfragmentéare
Spalt von 2,00mm als kritische Defektgré3e und theafir das Versagen einer
knochernen Konsolidierung anzusehen. Verschiedimsdhe Studien [3, 76, 77] als auch
Tiermodelle [23, 78, 79] haben gezeigt, dass emsigiierender interfragmentéarer Spalt
einen wesentlichen Risikofaktor fur die Entstehwriger Pseudarthrose darstellt. Die
Ursachen fur das Ausbleiben einer kntchernen Kadisalng sind noch weitgehend
unbekannt. Dennoch haben verschiedene Studienggiedass in Abhangigkeit der Spezies
gewisse Defektgrollen das endogene Potential zurch@mbeilung Uberschreiten. So
scheint die kritische Defektgrof3e, ab der eine ihgjl ausbleibt, von der GrolR3e des

untersuchten Tieres und des Durchmessers desuetiega Knochens abzuhangen.

Verschiedene Autoren postulieren, dass eine gesWaskularisierung die Ursache fur die
Entstehung einer Pseudarthrose sein konnte [24,GEde bei Segmentdefekten kbnnte
aufgrund der GrolRe des Defekts und der hypoxischemgebung innerhalb des
interfragmentaren Spalts die Vaskularisierung emscheidende Rolle spielen. In der Tat
haben verschiedene Studien in Tiermodellen mitsktien Segmentdefekten gezeigt, dass
durch eine Therapie mit dem proangiogenen Wachsaktaes VEGF die Vaskularisierung
verbessert und eine Pseudarthrose zur Ausheilurigage werden kann [80-82].
Inwieweit die beobachtete Verbesserung der Fraktlung auf eine Verbesserung der
Vaskularisierung zuriickgefiihrt werden kann, odesraturch beschriebene Effekte von

VEGF auf osteogene Vorlauferzellen [11, 81] odeeerermehrte Stammzellrekrutierung
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bedingt wird [82], geht aus den vorliegenden Amaeinicht hervor. Interessanterweise
haben verschiedene Studien in jingerer Zeit gezdags etablierte Pseudarthrosen sehr
gut vaskularisiert sind [23, 24, 30]. Weitere Samdmussen zukinftig zeigen, inwieweit
eine frihe Stoérung der Vaskularisierung fur ein S&gen der Knochenheilung
verantwortlich ist. Der LMN kann hier in kinftige®tudien als klinisch repréasentatives
Modell dazu beitragen, diese Fragen zu beantwartehneue Behandlungsstrategien im

Tierversuch zu evaluieren.

Beim Menschen ist eine Pseudarthrose im Allgemededimiert als das Ausbleiben einer
knochernen Konsolidierung einer Fraktur Uber eideitraum von 6 Monaten. Hierbei
handelt es sich um einen willkirlich festgelegteeiti/aum, der definiert wurde, um
klinisch eine Pseudarthrose mit ausbleibender Era&tlung zu charakterisieren und von
Verlaufen mit verzogerter Heilung abzugrenzen. Uthier Festlegung eines bestimmten
Zeitraums hinaus wurden verschiedene weitere Defimen zur Klinischen
Charakterisierung einer Pseudarthrose publiziertarsil et al. definierten eine
Pseudarthrose als das Ausbleiben einer progrediekméchernen Kallusreaktion auf
konsekutiven Rontgenaufnahmen [83]. EntsprecherdediDefinition fanden wir nach
zehn Wochen sogar einen Ruckgang der radiologiskladinsgrof3e. Entsprechend fand
sich auch ein Rickgang der histologischen Kallusgréowie eine Zunahme des Anteils an
Bindegewebe am Gesamtkallus. Funktionell war dieglditet von einer Reduktion der
Biegesteifigkeit nach zehn Wochen, was darauf hisiwedass es sich bei der
ausbleibenden knéchernen Konsolidierung in der @@upit einer Spaltgréf3e von 2,00mm
nach zehn Wochen in der Tat um eine Pseudarthraddeine verzogerte Frakturheilung
handelt. Beim Menschen betragt die Zeit bis zur ckednen Konsolidierung von
Femurschaftfrakturen etwa zwolf Wochen [23]. VonegiPseudarthrose spricht man hier
nach Definition tblicherweise, wenn es nach eineitrdum von sechs Monaten zu keiner
knéchernen Konsolidierung gekommen ist, d.h. nadereVerdopplung des normalen
Heilungszeitraums. Wenn man von einer normalen udgszeit von maximal flnf
Wochen fur Femurfrakturen in der Maus ausgeht B8, 60], wie wir sie auch in den
Gruppen mit kleinem Osteotomiespalt gefunden hgdB@®mm und 0,25mm), finden wir
in der Gruppe mit 2,00mm Spaltgro3e ebenfalls emsbleibende Heilung nach

Verdopplung des normalen Heilungszeitraums. In Eibstimmung mit bisher
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veroffentlichten Modellen zur Pseudarthroseentsighaei der Maus lasst sich somit nach
einem Zeitraum von zehn Wochen mit einer gewissathRertigung von einer

Pseudarthrose sprechen.

Bislang wurden nur drei weitere Pseudarthrosennmdmh der Maus publiziert. Die
Entstehung einer Pseudarthrose gelang in den belsehen Modellen durch die
Erzeugung von Segmentdefekten mit Deperiostier@3gy einer instabilen Osteosynthese

mit Devaskularisierung [84] sowie einer Distraktider Frakturenden [47].

Choi et al. beschrieben als Erste ein Modell zutetduchung von Pseudarthrosen bei
Mausen [47]. Hier kam es durch die Distraktion ei@steomie der Tibia zu einer
ausbleibenden Heilung nach einem Zeitraum von Zeiawahrend wir in der aktuellen
Arbeit eine atrophe Pseudarthrose bei 100% dersutkten Tiere fanden, kam es bei dem
Modell von Choi et al. zu einer knéchernen Kongelidng der Osteotomie in 40% der
Falle. Der kurze Untersuchungszeitraum von nur &gen lasst weiterhin die Frage offen,
ob sich die Osteotomien im weiteren Verlauf nacleriBggung der Distraktion kndchern
konsolidiert hatten. Somit bleibt unklar, ob eshsic dem beschriebenen Modell um ein
echtes Pseudarthrosenmodell oder lediglich um elaeh die Distraktion bedingte
Verzdgerung des Heilungsverlaufs handelt. Ein weitBlachteil des Modells von Choi et
al. ist die klinische Relevanz des Modells. Obwad auch im Rahmen einer
Osteodistraktion, wie sie erstmals von llizarovsdigieben wurde [85], zu einer
ausbleibenden Frakturkonsolidierung kommen kanmj $lseudarthrosen nach Frakturen

nicht Folge einer mechanischen Distraktion der ferakden.

Garcia et al. gelang es erstmals, ein Modell ztoplien Pseudarthrose an der Maus zu
etablieren [23]. Dies erfolgte durch Erzeugung ®iaegBmm groRen Segmentdefekts. So
konnte in Ubereinstimmung mit der vorliegenden ®tutei 100% der Tiere eine
Pseudarthrose nach zehnwodchigem Analysezeitrauieltenzerden. Garcia et al. konnten
des Weiteren zeigen, dass es bei dem von ihneremeieten Modell auch nach fiinfzehn
Wochen zu keiner Heilung der Segmentdefekte kanmddésprechend gehen wir davon
aus, dass auch in unserer Studie der Heilungsmazash zehn Wochen zum Erliegen
gekommen ist und somit keine weitere Kallusbildwmgd Heilungstendenz Uber den

Zeitraum von zehn Wochen hinaus zu erwarten istGegensatz zu der vorliegenden
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Studie fuhrten Garcia et al. zusatzlich eine clgisghe Entfernung des Periosts durch, um
eine Pseudarthrose zu erzielen. Auch ohne Manipokt am Periost beobachteten wir
eine ausbleibende knécherne Konsolidierung bei 1@ Tiere. Dies kann in dem

grolBeren Segmentdefekt von 2,00mm im Vergleicheau §8mm bei dem von Garcia et

al. beschriebenen Modell begriindet sein.

Oetgen et al. gelang es ebenfalls, ein Pseudaetmmozdell an der Maus zu entwickeln.

Durch eine instabile Osteosynthese und Deperiostiekam es hier zur Ausbildung einer
hypertrophen Pseudarthrose [84]. Die Ursachenuas die Behandlung von hypertrophen
Pseudarthrosen unterscheiden sich jedoch wesenthicitdenen atropher Pseudarthrosen.
Wahrend hypertrophe Pseudarthrosen im Grofiteil Eéite durch eine instabile

Osteosynthese mit gesteigerter interfragmentérgreBang bedingt sind und durch eine
stabile Versorgung zur Ausheilung gebracht werdamlen, sind die Ursachen fir atrophe

Pseudartrosen noch gréf3tenteils unbekannt und sadwiberapieren.

In Bezug auf die klinische Relevanz weist der LM&tglichen mit den anderen genannten
Modellen Vorteile auf. Die Behandlung von Schakfraen langer Rohrenknochen erfolgt
beim Menschen bevorzugt mittels intramedullarer iagelung. Mit dem LMN steht nun
erstmals ein Osteosyntheseverfahren zur Verflgumgches eine osteosynthetische
Versorgung von Femurfrakturen der Maus ermdgliaing, sie beim Menschen als Standard
gilt. Da die mechanische Stabilitat wesentlich @eozess der Frakturheilung beeinflusst,
ist davon auszugehen, dass eine stabile osteosigotieeVersorgung, wie durch den LMN
gewabhrleistet, eher dem Heilungsverlauf beim Meesaiach Osteosynthese entspricht als
Modelle mit einer instabilen Osteosynthese. Nictt die normale Frakturheilung nach
Stabilisierung von 0,00mm SpaltgroRen oder von QA5 Spaltgréf3en ist mit der
klinischen Situation vergleichbar, sondern auch Estehung einer Pseudarthrose unter
Verwendung eines Segmentdefekts von 2,00mm. Audsediweist Parallelen zur
Pseudarthrosenentstehung beim Menschen auf. Esmsperender interfragmentéarer Spalt
gilt als ein wesentlicher Risikofaktor fir die BEmisung einer Pseudarthrose beim
Menschen. GroRere Segmentdefekte nach Traumataimdé&ahmen von Infektionen
stellen immer noch ein grof3es klinisches Problem wad erfordern oft mehrfache

operative Eingriffe. Weitere Studien unter Verwenglwles LMN kdnnen dazu beitragen,

70



Diskussion

die pathophysiologischen Zusammenhange bei dertdboisg von Pseudarthrosen
aufgrund von Segmentdefekten zu untersuchen. Desiteide konnen neue
Therapiestrategien zur Behandlung von Knochendefekinter Verwendung des LMN

erprobt werden.

5.3 Zukinftige Anwendungsmaoglichkeiten

Der LMN erlaubt die stabile osteosynthetische Vegsng von Segmentdefekten
verschiedener Groéf3e, von 0,00mm bis 2,00mm, im FeleuMaus. Wir konnten zeigen,
dass durch Variation der Defektgrof3e der Heilundauébeeinflusst werden kann, so dass
sowohl eine normale Frakturheilung als auch eineu®arthrosenbildung untersucht
werden konnen. Darliber hinaus ist auch ein Studmechanischer Einflisse auf die
Frakturheilung, entweder im direkten Vergleich rnistabilen Osteosynthesetechniken

oder durch Weglassen der Verriegelungspins, denkbar

Weiterhin ermdglicht der LMN aufgrund seines offer@perationszugangs im Gegensatz
zu geschlossenen Frakturmodellen die Applikatiom diversen Substanzen in den
Frakturspalt. So konnte beispielsweise vor deriddimen Anwendung gezielt die Wirkung
bestimmter Signalmolekile und Wachstumsfaktoren diaf Frakturheilung untersucht
werden [86-88].

Des Weiteren erlaubt der LMN die stabile Integmativon Knochenersatzstoffen in
Femursegmentdefekte der Maus. Dies ermdglicht dieproBung neuer
Knochenersatzstoffe, wie sie im Rahmen des ,tigupneering” hergestellt werden.
Diese kdnnen erstmals mittels des LMN in Femursegdedéekte der Maus integriert und

stabilisiert werden.

Wahrend die normale Frakturheilung gut untersudti sind die Mechanismen der
Pseudarthrosenentstehung noch unzureichend bekadrgtellen die behandelnden Arzte
immer noch vor eine grol3e Herausforderung. Insleendurch die Moglichkeit der
Untersuchung von atrophen Pseudarthrosen kann déN Ldazu beitragen, die

pathophysiologischen Zusammenhange der Pseudattemtstehung besser zu verstehen,
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und so neue Therapieansatze zu entwickeln. Solehwem therapeutischen Anséatze
konnten dann ebenfalls in dem hier vorgestelltekfarmodell der Maus mittels des LMN

vor einer maglichen klinischen Anwendung evaluveerden.

5.4 Fazit

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit demieserdArbeit vorgestellten
LockingMouseNail ein neues Osteosyntheseverfahrear ZStabilisierung von
Femurfrakturen in der Maus entwickelt wurde. Der NIMerlaubt eine standardisierte

osteosynthetische Versorgung reproduzierbarer @steen bei Mausen.

Durch die Mdglichkeit, definierte Segmentdefekteeuschiedlicher Grélie am Knochen zu
erzeugen und zu stabilisieren, kann der Heilundmwebeeinflusst werden, so dass sowohl
die normale Frakturheilung, als auch der gestoedauvif mit ausbleibender Heilung und

Pseudarthrosenbildung untersucht werden kann.

Da der hier vorgestellte LockingMouseNail im Veigke zu derzeit verwendeten
Marknagelungstechniken fir Mause eine hohere Sbdufweist, steht mit ihm erstmals
ein stabiles intramedulldres OsteosyntheseverfahuerVerfligung, das vergleichbar mit
dem Verriegelungsmarknagel beim Menschen ist. Daafffcakturen beim Menschen
zumeist mittels eines intramedullaren Implantatseet werden, verspricht der LMN eine

grolRere Vergleichbarkeit mit der klinischen Fraktilung beim Menschen.

In der Anwendung konnte der LockingMouseNail dazeitrbgen, die molekularen
Mechanismen sowohl einer normalen und als auchr gestorten Frakturheilung besser zu
verstehen. Des Weiteren konnte im Vergleich mittabgen Frakturmodellen der

biomechanische Einfluss auf die FrakturheilungNd@usen weiter analysiert werden.

Die Mdglichkeit zur stabilen Versorgung von Segndefitkten erméglicht es weiterhin,
mit dem LockingMouseNail verschiedene Knochenersaterialien sowie neue Stoffe aus
dem Bereich des Tissue engineering in vivo in Keockefekte der Maus stabil zu
integrieren und zu untersuchen. Neben den Vortailetyntersuchungen auf molekularer

Ebene kann im Mausmodell, im Vergleich zu Grof3tmdeilen, in einem kirzeren
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Zeitraum eine wesentlich groRere Anzahl an Tieremiedrigerem finanziellen Aufwand

untersucht werden.
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