Aus dem Bereich
Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie der Medizinischen Fakultét
der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Emmanouil Liodakis, MBA, FEBOT

Einfluss von Clopidogrel auf die

Frakturheilung im murinen Ischamiemodell

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2025

vorgelegt von: Lukas Keller

geboren am: 07.05.1998



1

N

Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICNNIS ... 2
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ... e e e e e a s 5
ZusammenfassSUNG/ADSITACT ........vvuiii i e 7
T ] L= U T PR 10
A1 KNOCNEN (et e e 10
411 FUNKEION. ..ttt e e e e e e e e 10
4.1.2 [ 115 (0] 00 1= TSP 10
4.2 WaChStUMSTAKIOIEN ... 12
4.2.1 RANKL/RANK/OPG-THIAS ...cetteeeetiiaaieeeeeeeeiiiieasseeeaeseeeaninnseeeeeeeeennnnnns 12
4.2.2 Runt-related transcription factor 2 (RUNX2)...........uuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnn. 13
4.2.3  Bone morphogenetic protein (BMP)..........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 13
4.2.4  Cysteine-rich angiogenic inducer 61 (Cyr6l) ........cccccvvvvviiiiiiiiiiiieeeeennn. 13
4.2.5 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) .......ccoeeiiiiiiiiiicieee e, 14
4.2.6  Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekil (CD31) ..................... 14
4.2.7 Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3KS) ..........coiiiiiiiiiieiieiiee e, 15
4.2.8  Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).......cccoooeeiiiiiiiiiiiiieeeeeceeee, 15
T = | 1] (=] o P 16
43.1 FrakturmMeCNANISIMEN ... ...eiiiiiiiiiiieiieiieeeieee bbb eeeeeeeeeeaeennnes 16
4.3.2 FrakturfOrmMEN .. ... 16
4.3.3  FrakturN@ilUNG.......coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 17
434 FrakturmMOdell@.........e it eeeeeeeeeennee 19
S [0 o o (oo | = P 23
4.4.1 10| QL | 24
4.4.2  WirkmeChaniSMUS ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 24
4.43  PharmakoKiNetiK ...........coouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 25
4.4.4  Anwendung und INdiKation...............ccceeeiiii i 27



5

8

9

4.45  NEDENWITKUNGEN.....coiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 28

4.5 ZIEISELZUNG ...ttt 29
4.6 Fragestellung.......ccoooiiiiiiiii i e 30
Material UNd MethOOEN ........cooiiiiiiiiii e 31
5.1 MEENOUEN ...ttt 31
L0t 0 R S (¥ o 1= o (o [=T< T | o P SUSRPPPPRRN 31
5.1.2  TIerMOCEll.....cooiiiiiiiiieie s 32
5.1.3  Operationsverfahren ..........cccooo o 32
5.1.4  MedikamentenappliKation ..............oouiiiiiii e 37
L0 T o (V] oV o (=T g =T U UUSUPPPPRPIN 38
5.1.6  KnoChenpraparation ............ccccceviiiiiiiiiiiiiiee e 38
5.2 Zielkriterien Und AUSWEITUNG ..........uuuuruumueeenenenennnnennenennnnennneennnnnneenneeeenens 39
521 BIiOMECNANIK ......eeiiiiiiiiiiee e 39
5.2.2 RAIOIOGIE ...ttt 39
5.2.3  Computertomographi€ .........cceiieieiiiiiiicee e e e eaenns 40
5.2.4  HistomOrpPhOMELHE ......oooiiiiiiii i e e eaenes 41
5.2.5  Biochemie / WeStern BIOt...........couiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiii e 43
5.3 SHALISTIK ...t 45
EFQEDNISSE... . e 46
6.1 BIOMECHNANIK .....eiiiiiiiiiiie et 46
2 & Vo [0 (o | = PP 47
6.3  CompPULErtoMOGrapPIe ......ee e 48
6.4  HiStOMOIPNOMELIIE .. .uuiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt eeeennee 50
6.5 Biochemie / WeSLErN BlOt.........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineaiineeneeeneeeeeeeenennennne 53
D11 (1= o o PR 59
7.1  Diskussion der MEthOUEN ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiibiieebiieeeabeeeeeeeeeeeeeenenaees 59
7.2  DiskusSion der ErgehNISSE .........uuuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiieiieninnnnennnnennnnensnnneenennennnes 64
LItEratUrVErZEICNINIS ... ..uiiiiii et e e 68
AbbIldUNGSVEIZEICANIS ... e 79



10 LI o1 [T A= A=Y (o] a1 1T TP 81

11 DANKSAQUNG ... 82
12 PUBIKALIONEN. ... 84
D R Vo 1 - To [T PP PPPPTT 84
12.2 PUDBIKALON ......ooiiiiiiiiiiiiiiee e 84
13 LEDENSIAUT ... 85



2 Abkilrzungsverzeichnis

°‘C

HA

pl

A.
ACOS-Register
ADP
AG
AHA
AO
ASS
AUC
BDm
BMP
BV

C

CA
CD31
CDm
Cl

cm
Cmax
Co KG
CYP
Cyr61l
DNA
ECL
EDTA
ESC
et al.
etc.

g

G

Gl
GmbH
GP

H
HRP
lg

IgG

IL

Inc.
IUPAC
kg

KG
kV

M

MA

Grad

Grad Celsius

Mikroampere

Mikroliter

Arteria

deutsches Register fur das akute Koronarsyndrom
Adenosindiphosphat

Aktiengesellschaft

American Heart Association
Arbeitsgruppe Osteosynthese
Acetylsalicylsaure

Area under the curve
Femurdurchmesser

Bone morphogenetic protein

Bone Volume

Kohlenstoff

California
Thrombozyten-Endothelzellen-Adhéasionsmolekil
Kallusdurchmesser

Chlor

Zentimeter

maximale Konzentration

Compagnie Kommanditgesellschaft
Cytochrom P

Cysteine-rich angiogenic inducer 61
Desoxyribonukleinséaure
Luminol-enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Européische Gesellschaft fur Kardiologie
et alii

et cetera

Gramm

Gauge

gastrointestinal

Gemeinschaft mit beschréankter Haftung
Glykoprotein

Wasserstoff

Horseradish peroxidase

Immunglobulin

Immunglobulin G

lllinois

Incorporated

International Union of Pure and Applied Chemistry
Kilogramm

Korpergewicht

Kilovolt

Molar

Massachusetts

5



min
ml
mm
mM
mm?
mm3
MW
N

N.
Na
NF-kB

N-STEMI
0]

7]

OP
OPG
pAVK
PCNA
PI3Ks
PMSF
PTCA
RANK
RANKL
ROI
RUNX2
S

S
SEM
STEMI
TbN
ThSp
TbTh
TGF-B
TIP
TTP
TV
U/min
USA
V.
VEGF
VOI
VS.

Mg
pm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar, Millimolar
Quadratmillimeter

Kubikmillimeter

Mittelwert

Stickstoff, Newton

Nervus

Natrium

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells

Nicht-ST-Hebungsinfarktes
Sauerstoff

Durchmesser

Operation

Osteoprotegerin

periphéare arterielle Verschlusskrankheit
Proliferating Cell Nuclear Antigen
Phosphoinositid-3-Kinasen
Phenylmethylsulfonylfluorid
Perkutane transluminale koronare Angioplastie
Receptor Activator of NF-kB
Rezeptor-Aktivator von NF-kB-Ligand
Region of interest

Runt-related transcription factor 2
Sekunde

Schwefel

Standardfehler

ST-Hebungsinfarkt

Trabekelanzahl

Trabekelabstand

Trabekeldicke

Transforming growth factor 3
Target-Intensitatspixel
Thrombotisch-Thrombozytopenische Purpura
Kallusvolumen

Umdrehungen pro Minute

United States of America

Vena

Vascular Endothelial Growth Factor
Volume of interest

versus

Mikrogramm

Mikrometer



3 Zusammenfassung/Abstract

Einfluss von Clopidogrel auf die Frakturheilung im

murinen Ischamiemodell

Clopidogrel wird als Thrombozytenaggregationshemmer zur Sekundarprophylaxe von
Myokard- und Hirninfarkten sowie bei der Therapie der peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit (pAVK) eingesetzt [110]. Die Perfusion beziehungsweise
ausreichende Vaskularisierung und Angiogenese sind zugleich auch entscheidende
Faktoren fir eine erfolgreiche Frakturheilung. Der Einfluss von Clopidogrel auf die
Frakturheilung unter physiologischen Bedingungen wird derzeit kontrovers diskutiert. Ob
Clopidogrel die Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen beeinflusst, wurde
bisher nicht untersucht. Ziel dieser Studie war es, erstmals den Einfluss von Clopidogrel

auf die Frakturheilung in einem Ischamiemodell in vivo zu analysieren.

In 46 CD-1 Mausen wurde mittels Ligatur der Arteria profunda femoris eine milde
Ischamie im Bereich der rechten unteren Extremitat induziert [110]. AnschlieRend wurde
das Femur geschlossen frakturiert und eine osteosynthetische Versorgung mittels
intramedullarer Kompressionsschraube durchgefihrt. Den Tieren wurde taglich 3 mg/kg
Korpergewicht Clopidogrel per os appliziert (n=25, Clopidogrel-Gruppe). Die
Kontrollgruppe erhielt taglich die aquivalente Menge Natriumchlorid per os (n=21,
Kontrollgruppe). Zwei und funf Wochen postoperativ. wurden biomechanische
(Biegesteifigkeit [N/mm]), radiologische (Rontgen (Goldberg-Score) und micro-
computertomographische (Trabekeleigenschaften, Kallusvolumen [mm?3],
Knochenvolumen [mm?3))), histomorphometrische (Kallusflache [mm?],

Kalluszusammensetzung) sowie proteinbiochemische Untersuchungen durchgefihrt.

Biomechanisch zeigte sich nach Gabe von Clopidogrel finf Wochen postoperativ keine
signifikante Anderung der Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe [110].
Rontgenologische und computertomographische Parameter wiesen keine signifikanten
Unterschiede in der Clopidogrel-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
Histomorphometrisch zeigte der Histoscore signifikant verminderte Werte in Tieren der
Clopidogrel-Gruppe. Zudem fand sich histologisch finf Wochen postoperativ ein
signifikant verringerter Knochenanteil und korrespondierend hierzu ein erhéhter Anteil
an Bindegewebe nach Clopidogrel-Applikation. In der proteinbiochemischen Analyse
konnte eine signifikant verminderte Expression von BMP-4 als osteogener Marker bei
vermehrter Expression von angiogenem CD31 nachgewiesen werden.
7



Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass Clopidogrel die
Frakturheilung unter ischdmischen Bedingungen am Mausmodell beeintrachtigt und den
Remodeling-Prozess verzdgert, ohne jedoch die Knochenheilung insgesamt zu
verhindern [110]. Dieser Effekt ist am ehesten auf ein zu Gunsten der Angiogenese
verschobenes Verhdltnis angiogener und osteogener Expressionsmarker im

Kallusgewebe zuriickzufihren.



Effect of clopidogrel on fracture healing under ischemic

conditions

Clopidogrel is used as an antiplatelet agent for the secondary prevention of myocardial
and cerebral infarctions and in the treatment of peripheral arterial occlusive disease
(PAD) [110]. Perfusion or sufficient vascularization and angiogenesis are also decisive
factors for successful fracture healing. The influence of clopidogrel on fracture healing
under physiological conditions is currently the subject of controversial debate. Whether
clopidogrel influences fracture healing under ischemic conditions has not yet been
investigated. The aim of this study was to analyze for the first time the influence of

clopidogrel on fracture healing in an ischemia model in vivo.

In 46 CD-1 mice, mild ischemia was induced in the right lower limb by ligation of the
profunda femoris artery [110]. The femur was then fractured closed and osteosynthetic
treatment was performed using an intramedullary compression screw. The animals were
given 3 mg/kg body weight of clopidogrel per os daily (n=25, clopidogrel group). The
control group received the equivalent amount of sodium chloride per os daily (n=21,
control group). Two and five weeks postoperatively, biomechanical (bending stiffness
[N/mm]), radiological (X-ray (Goldberg score) and micro-computed tomography
(trabecular properties, callus volume [mm3], bone volume [mm3]), histomorphometric
(callus area [mm2], callus composition) and protein biochemical examinations were

performed.

Biomechanically, there was no significant change in bending stiffness five weeks
postoperatively after administration of clopidogrel compared to the control group [110].
Radiographic and computed tomographic parameters showed no significant differences
in the clopidogrel group compared to the control group. Histomorphometrically, the
histoscore showed significantly reduced values in animals in the clopidogrel group. In
addition, histologically five weeks postoperatively, there was a significantly reduced
proportion of bone and correspondingly an increased proportion of connective tissue
after clopidogrel application. Protein biochemical analysis revealed a significantly
reduced expression of BMP-4 as an osteogenic marker with increased expression of

angiogenic CD31.

In summary, the data of the present study show that clopidogrel impairs fracture healing
under ischemic conditions in the mouse model and delays the remodeling process
without, however, preventing bone healing altogether [110]. This effect is most likely due
to a shift in the ratio of angiogenic and osteogenic expression markers in the callus tissue

in favor of angiogenesis.



4 Einleitung

4.1 Knochen

4.1.1 Funktion

Das aus circa 200 Knochen bestehende ossare System des Menschen erfullt gleichzeitig
mehrere Funktionen [7,140]. Dazu zahlen neben der Stutzfunktion auch die Aufgabe,
empfindliche Weichorgane wie zum Beispiel das in der Schéadelkalotte befindliche
Gehirn zu schitzen. Weitere Organe, beispielsweise das Herz und die Lunge, werden
durch den kndchernen Thorax vor auf3eren Einflissen abgeschirmt. Des Weiteren
besitzt der Koérper die Fahigkeit, die hohe Kalziumkonzentration der Knochen als
puffernden Speicher fir die Homdostase des Mineralstoffwechsels zu nutzen. Zusatzlich

findet im Knochenmark ein Grofteil der postnatalen Hamatopoese statt.

4.1.2 Histologie

Die Grundbausteine des Knochengewebes lassen sich in zwei Klassen einteilen - die
organischen beziehungsweise zellularen und die anorganischen beziehungsweise
mineralischen Bestandteile [125]. Osteozyten, Osteoklasten, Osteoblasten sowie die
Grundsubstanz, welche aus  Glykoproteinen  (Osteonektin,  Osteopontin),
Proteoglykanen und Kollagen-Typ I-Fasern besteht, werden zur Gruppe der organischen
Bestandteile zugeordnet. Kalzium und Mineralstoffe hingegen zahlen zu den
anorganischen Elementen. Im Knochen wird durch Osteoblasten das organische Gerlist
namens Osteoid gebildet, welches aus intrazellularen Substanzen wie Fasern und
Grundsubstanz besteht und durch Einlagerung von Kalksalzen (kristallines
Hydroxylapatit) die fir Knochen typische Harte gewahrleistet. Nach Ausreifung der
Osteoblasten werden diese zu Osteozyten, welche in Lakunen der Knochenmatrix
eingeschlossen sind. Als Gegenspieler des osséren Anabolismus bezeichnet man die
Osteoklasten. Diese sind mehrkernige Riesenzellen mit der Fahigkeit, Knochensubstanz

abzubauen, um so beispielsweise bei Bedarf den Kalziumgehalt im Blut anzuheben.

Im menschlichen Koérper werden zwei Knochenarten differenziert [125]. Zu Beginn der
Knochenbildung entsteht der Geflechtknochen mit einem hohen Anteil ungerichteter
Kollagenfibrillen, welcher im Verlauf aufgrund von Umbauprozessen in

Lamellenknochen Uberfiihrt wird. Dieser Lamellenknochen lasst sich in zwei
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Erscheinungsformen unterteilen. Er kann sowohl als feine Knochenbéalkchen (Substantia
spongiosa) als auch in kompakter Form (Substantia compacta) auftreten. Die Substantia
spongiosa stellt das hohlraumfillende Innenleben des Knochen dar, welches von der
Substantia compacta als feste &ufRere Umwandung eingehillt wird. Beide Typen des
Lamellenknochens werden zusatzlich von einer Gewebsschicht umgeben, die aul3en um
den Knochen herum Periost und im Inneren Endost genannt wird [140]. Das Endost legt
sich hullenférmig von innen an den Knochen an, wohingegen das Periost den Knochen
von auf3en umschlie3t und mithilfe von Kollagenfaserbiindeln (Sharpey-Fasern) fixiert
wird, welche perpendikulér zur Knochenoberflache verlaufen [133]. Das Periost separiert
sich wiederum in zwei Schichten. Die aul3ere, relativ diinne und lUberwiegend fibrose
Faserschicht (Stratum fibrosum) ist gekennzeichnet durch kollagene Faserbiindel sowie
eine reduzierte fibroblastare Zellpopulation. Kontréar dazu wird die innere Periostschicht
(Stratum osteogenicum) von zahlreichen mesenchymalen Zellen und GefaRRen
durchzogen [108,133].

Der Geflechtknochen tritt hauptséachlich in der Phase der Knochenbildung auf und wird
zusatzlich im Verlauf der Frakturheilung gebildet [108]. Er zeichnet sich durch ein
ungeordnetes Geflecht aus Kollagenfasern aus, welche teils in groben, teils in feinen
Bundeln zufallig verteilt vorliegen. Im Vergleich zum Lamellenknochen besitzt der
Geflechtknochen mehr Osteozyten und weniger mineralische Bestandteile, wodurch er
insgesamt weniger mechanisch belastbar ist. Aus diesem Grund erfolgt in der Regel eine

Umwandlung in Lamellenknochen.

Namensgebend fiir den Lamellenknochen sind die in ihm verlaufenden
Lamellensysteme, welche durch eine geschichtete Anordnung von Kollagenfibrillen
entstehen und ihm so eine regelmalfiige Struktur verleihen [125]. Den zentralen und
groten Bestandteil des Lamellenknochens bilden die zylindrischen Osteone (Havers-
Systeme) mit einer Lange von 1 bis 2,5 cm und einem Durchmesser von 50 ym. Diese
verlaufen regelhaft in Langsrichtung des Knochens und parallel zu dessen AufR3enhiille
[108,125]. Sie sind jedoch keine abgeschlossenen Einheiten, sondern konnen
untereinander spitzwinklige Verzweigungen ausbilden. Im Zentrum jedes Osteons liegt
ein Havers-Kanal, der sich dadurch kennzeichnet, dass er von Blutgefal3en durchzogen
und schraubenférmig von Kollagenfasern lamellenartig umhiillt wird. Bestimmend ist
dabei der Steigungswinkel der Windungen, welcher die mechanischen Eigenschaften
der Knochen beeinflusst — steilere Windungen sind zugfester, wohingegen ein flacherer
Winkel der Fasern die Druckfestigkeit erhoht [125]. Die Lakunen, welche die Zellkbrper
der Osteozyten beherbergen, befinden sich zwischen den Knochenlamellen. Die
Zellfortsatze der Osteozyten ziehen durch dinne Canaliculi in die Lamellen hinein.

Entstehen durch solche Canaliculi Zellkontakte zwischen Osteozyten, so nennt man
11



diese Verbindung einen Nexus, uUber welchen Diffusionsprozesse stattfinden kénnen.
Aufgrund standig anhaltender Umbauprozesse werden alte Osteone abgebaut und von
neuen verdrangt. Die bruchstickhaften Reste alter Osteone, welche die R&ume
zwischen den neu gebildeten Osteonen fillen, bezeichnet man als Schaltlamellen oder
interstitielle Lamellen. Zuséatzlich zu den langs verlaufenden Osteonen gibt es
rechtwinklig verlaufende Volkmann-Kandle (Canales perforantes), welche eine
Kollateralbildung zwischen den Havers-Kanalen und Verbindungen zu PeriostgefalRen

bewirken.

4.2 Wachstumsfaktoren

Am Knochenmetabolismus sind verschiedene Wachstumsfaktoren als Regulatoren
beteiligt. Eine Auswahl derer wurde zur Analyse des Heilungsverhaltens herangezogen

und wird im Folgenden kurz vorgestellt.

4.2.1 RANKL/RANK/OPG-Trias

In den spaten 1990er Jahren wurde eine Trias aus Ligand, Modulator und Rezeptor
entdeckt, welche einen entscheidenden Einfluss auf den Stoffwechsel der Knochen hat
[85].

Bei dem Rezeptor-Aktivator von NF-kB (RANK)-Ligand handelt es sich um einen
Tumornekrosefaktor, welcher hauptsachlich auf den Membranen von Osteoblasten und
aktivierten T-Zellen gebunden ist und beispielsweise von aktivierten T-Zellen sezerniert
wird [14,85]. Durch Aktivierung des Transmembranrezeptors RANK auf Zellen der
Monozyten-/Makrophagen-Linie aktiviert RANKL deren Differenzierung zu Osteoklasten
und verlangert das Uberleben der knochenabbauenden Zellen. Die Ubereinstimmung
der RANKL-Aminoséuresequenz zwischen Mensch und Maus betrdgt dabei 85 %
[14,85].

Osteoprotegerin (OPG) ist ein Decoy-Rezeptor fir RANKL, welcher eine Bindung an
RANK verhindert [14,85]. Somit wirkt OPG als schitzender Regulator auf die Ab- und
Umbauprozesse in der Knochensubstanz ein. Hauptproduzent von OPG sind
Osteoblasten, die Uber die Sezernierung von OPG ihre anabole Wirkung auf den
Knochenstoffwechsel verstarken. Auch die strukturelle Ubereinstimmung von
menschlichem und murinem OPG ist mit 85 % sehr hoch. Aus diesen genannten
Grinden ist die relative Konzentration von RANKL und OPG eine bedeutende

Determinante sowohl fir die Knochenfestigkeit als auch fur die Knochenmasse [14,85].
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4.2.2 Runt-related transcription factor 2 (RUNX2)

RUNX2 gilt als Haupttranskriptionsfaktor der enchondralen Ossifikation und ist somit
auch bei der Frakturheilung von groBer Bedeutung [14,134]. Der Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel entsteht durch die Steuerung der Expression von Genen, welche
entscheidend sind fur die Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten. Zuséatzlich
fordert RUNX2 die Einwanderung von GefédRen im Verknécherungsprozess und
vermittelt den positiven Effekt von BMP-2 auf die Osteoblastendifferenzierung [14,134].

4.2.3 Bone morphogenetic protein (BMP)

Marshall Urist beschrieb 1965 die Induktion neuen Knochens durch demineralisierte
Knochenmatrix und fuhrte dies auf darin enthaltene Proteine zuriick, die er als ,bone
morphogenic proteins® bezeichnete [34]. Die BMPs zéhlen zu den multifunktionalen
Wachstumsfaktoren aus der Superfamilie Transforming growth factor  (TGF-B) [17]. In
tierexperimentellen Studien konnte den verschiedenen Proteinen ein stimulierender

Effekt auf die Knochenentwicklung und die Frakturheilung zugeschrieben werden.

Als Mitglied der Familie morphogenetischer Knochenproteine gehért BMP-2 zu den
klassischen Morphogenen und kann auf mesenchymale Zellen konzentrationsabhéngig
Einfluss nehmen [102]. Durch die Beteiligung an verschiedenen Signalwegen induziert
BMP-2 die Knorpel- und Knochenbildung [71]. Entscheidend dabei ist der nachweisliche
Effekt auf die Osteoblastendifferenzierung [54]. Zusatzlich konnte in Studien
nachgewiesen werden, dass BMP-2 bereits 24 Stunden nach Entstehung der Fraktur
sein Expressionsmaximum erreicht, weshalb davon ausgegangen wird, dass dieses
Protein ein entscheidender Faktor fir den Beginn der Frakturheilung und deren weiteren
Verlauf darstellt [20].

Entsprechend BMP-2, nimmt BMP-4 unterstitzend an der Regulation der
Zellproliferation und Chondrogenese teil [109]. Dabei scheint das Protein bei

gesteigerter Ausschuttung mit der Ausbildung des Kallus vergesellschaftet zu sein [35].

4.2.4 Cysteine-rich angiogenic inducer 61 (Cyr61)

Cyr 61 gehort zu den Wachstumsfaktoren, die mit der extrazellularen Matrix assoziiert
sind und erfillt verschiedenste Funktionen [58,65]. So wirkt Cyr61 tber die Bindung an
Integrin sowie durch die Regulation der Expression und Aktivitat von VEGF-A und VEGF-

C stark angiogen [58]. Daruber hinaus wird die Differenzierung von Knorpelzellen und
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Osteoblasten gefordert, wohingegen gleichzeitig Osteoklasten in ihrer Aktivitdt gehemmt

werden.

4.2.5 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

Als wichtiger Bestandteil der DNA-Replikation und -Reparatur umschliel3t PCNA die
DNA wahrend ihres Replikationsprozesses wie eine gleitende Klammer, die als
Anheftpunkt fir verschiedene Proteine dient, um diesen eine Interaktion mit der DNA zu
ermoglichen [127]. Zu diesen PCNA-interagierenden Proteinen gehdren Polymerasen,
Ligasen und Topoisomerasen, wodurch PCNA eine unmittelbare Rolle bei der DNA-
Synthese zukommt. Auf Grund seiner Einflisse auf DNA-Replikation, -Reparatur,
Prophylaxe von Genschaden, Zellzykluskontrolle, Zelliiberleben etc. wurde PCNA lange
als reines Kernprotein eingestuft. Dieser Status anderte sich durch die Ergebnisse
neuerer Studien, welche nahelegen, dass das Antigen auch an zytoplasmatischen und
extrazellularen Prozessen involviert ist [104,130]. PCNA scheint an der Regulation der
Apoptose und Glykolyse sowie als Ligand auf der &ufReren Zellmembran an der
Aktivierung der naturlichen Killerzellen mitzuwirken [79,104,130]. Nicht nur die
Moglichkeit aus der Expression von PCNA allgemeine Informationen zur Zellaktivitat
abzuleiten macht das Protein fur diese Studie interessant, sondern auch sein
regulatorischer Einfluss auf die induzierte Differenzierung von Osteoklasten durch
RANKL und die Funktionalitat deren Aktinsaumes [119].

4.2.6 Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekiil (CD31)

Das Thrombozyten-Endothelzellen-Adh&sionsmolekil wird meist als Cluster of
Differentiation 31 bezeichnet und ist ein integrales Membranglykoprotein aus der
Immunglobulin-Superfamilie, welches hauptsachlich auf Blutplattchen  und
Endothelzellen zu finden ist [3]. Seine primare Funktion liegt als Adhasionsmolekil in
der Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten, wie beispielsweise bei Endothelzellen von
GeféalRen, wodurch ihre Dichtigkeit und Stabilitat gewahrleistet wird [91]. Erganzend dazu
kann CD31 Anstol3 zur Gefal3neubildung geben, in dem es angioproliferative Stimuli wie
Hypoxie, Zytokine, Wundheilung und Scherstress vermittelt. Kim et al. (2010) konnten
nachweisen, dass Mause, deren GliedmalRe mit CD31-positiven Zellen behandelt
wurden, nach einer kinstlich induzierten Ischamie eine bessere Durchblutung aufwiesen
und damit einhergehend deutlich bessere Heilungserfolge als die Kontrollgruppe
aufwiesen [60]. Ebenso wurde dieser positive Einfluss auf die Frakturheilung durch Yang
et al. (2020) beschrieben [135].
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4.2.7 Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3Ks)

Unter dem Begriff PI3-Kinasen wird eine Familie aus Lipidkinasen zusammengefasst,
die vielfaltig an der Zellfunktion beteiligt ist [33]. Unter anderem beeinflusst sie das
Uberleben von Zellen, deren Stoffwechsel und Wachstum, indem die PI3Ks auf
Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder biophysikalische Signale reagieren und Lipid-
Sekundarbotenstoffe produzieren, welche dann an den Signalwegen wichtiger
Stoffwechselwege teilnehmen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Studie ist der
Einfluss der PI3Ks auf die Neubildung und korrekte Funktionsfahigkeit des Endothels
besonders interessant, welche jeweils im Rahmen der Frakturheilung essenziell ist. Dies
gelingt, indem VEGF PI3Ks stimuliert und diese das proangiogene Signal weiterleiten
[33,97]. Auch Angiopoetin, welches entscheidend an der Reifung und Morphogenese
von GefaRen beteiligt ist sowie VE-Cadherin, ein gefal3bildung- und
barrierefunktionforderndes Transmembran-Adhasivprotein, nutzen PI3Ks, um ihre
Wirkung zu entfalten [6,33,64,117].

4.2.8 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Der Begriff ,Vascular Endothelial Growth Factor bezeichnet eine Familie von
Wachstumsfaktoren, welche angiogen wirken und Einfluss auf die Gefa3permeabilitat
haben [136]. VEGF-A ist deren wichtigster Vertreter, da es sich um den entscheidenden
Wachstumsfaktor fur die Angiogenese sowie die Regulation der Gefal3permeabilitét
handelt. Dartuber hinaus kénnen im Menschen noch VEGF-B/-C/-D und der Plazenta-
Wachstumsfaktor nachgewiesen werden. VEGF werden von Zellen ausgeschittet, die
unter oxidativen Stress geraten [112]. Dieses VEGF kann im Anschluss an den VEGF-
Rezeptor binden, welcher auf hamatopoetischen Stammzellen, Monozyten,
Makrophagen und vaskularen Endothelzellen exprimiert wird und so seine angiogene
Wirkung entfaltet [50]. Wird der Rezeptor auf vaskularen Endothelzellen aktiviert, fordert
dies deren Proliferation, Uberleben, Durchlassigkeit und Migration. Da die Angiogenese,
welche vor allem zu Beginn der Knochenheilungs stattfindet, entscheidend fir eine
optimale Perfusion der Frakturzone ist, stellt VEGF einen essentiellen Baustein in der
Angiogenese-Osteogenese-Achse dar [15,88]. So fuhrt die Beeintrachtigung der VEGF-
SignalUbertragung zu erheblich Stérungen der Knochenregeneration und begunstigt die

Entstehung von Pseudarthrosen [27,40,88].
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4.3 Frakturen

4.3.1 Frakturmechanismen

Man unterscheidet verschiedene Formen der Entstehung von Knochenfrakturen.

Fuhrt eine Kraft unmittelbar an ihrem Einwirkungspunkt zu einem Bruch des Knochens,

so spricht man von einer direkten Fraktur [80].

Bei indirekten Frakturen wird die schadliche Wirkung einer Kraft Giber eine Hebelwirkung,
Drehung, Biegung, Kompression oder Zug vom urspriinglichen Einwirkungsort

weitergeleitet, sodass der Effekt an einer anderen Stelle des Knochen auftritt [80].

Ist ein Knochen in seiner Struktur bereits vor einer Gewalteinwirkung krankhaft
geschwacht, so reicht bereits eine geringere Kraft, um eine Fraktur zu erzeugen [80]. Als
Ausléser kommen sowohl generalisierte kndcherne Pathologien wie Osteoporose oder
Osteogenesis imperfecta in Frage als auch der schéadliche Einfluss von lokal
auftretenden Tumoren oder Metastasen, die einen Knochen infiltrieren kdnnen. Zu den
am haufigsten ossar metastasierenden Tumorerkrankungen z&hlen Schilddrisen-,

Mamma-, Prostata-, Bronchial- und Nierenzellkarzinome [80].

4.3.2 Frakturformen

Neben dem auslosenden Mechanismus erfolgt die Klassifizierung von Frakturen auch
anhand verschiedener Kriterien, die deren Form betreffen [80]. Zum einen unterscheidet
man dislozierte von nicht dislozierten Briichen, wobei es nur in seltenen Fallen zu keiner
Verschiebung der kndchernen Bruchstiicke kommt. Zum anderen kann man die Anzahl
der durch die Fraktur entstehenden Fragmente nutzen, um einen Bruch einzuordnen.
Bricht ein Knochen ohne Absprengung eines weiteren Fragmentes, so wird dies als
Zweifragmentfraktur bezeichnet, andernfalls spricht man von einer Mehrfragmentfraktur.
Auch der Entstehungsmechanismus kann zur Einordnung einer Fraktur herangezogen
werden. Wird ein Knochen Uber seine Belastungsgrenze hinaus verbogen, so entsteht
unter Absprengung eines Keilfragments auf der Seite der Krafteinwirkung eine
Biegungsfraktur. Durch eine Ubermaldige Torsion bildet sich eine spiralférmige Dreh-
beziehungsweise Torsionsfraktur, wobei die Fraktur umso kirzer wird, je gréRer das
einwirkende Drehmoment ist. Kommt zusatzlich noch eine stauchende oder biegende
Kraft hinzu, so bildet sich ein Drehkeil aus. Zieht eine Sehne zu stark an ihrem
kn6échernen Ansatz, sodass dieser ausreifdt, so entsteht eine Abriss- oder

Avulsionsfraktur, welche orthogonal zur Zugkraft verlauft. Abscherfrakturen bilden sich
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durch eine Kombination von Zug-, Scher- und Schubkréaften. Deren Frakturlinie lauft
parallel zu der einwirkenden Scherkraft. Auch eine zu starke Stauchung kann einen
Knochen in Form einer Kompressions- beziehungsweise Stauchungsfraktur brechen
lassen, wobei dieser dabei meist irreversibel an Substanz verliert. Wird ein Knochen
einer massiven Gewalteinwirkung ausgesetzt, wie sie bei Hochrasanztraumen
vorkommt, so zerbricht dieser meist in viele Fragmente, ab sechs Fragmenten spricht
man von einer Trimmerfraktur. Bei unvollstandigen Frakturen dagegen ist die Kraft nur
so grof3, dass zwar Ein-/Ausrisse oder Infraktionen entstehen, aber ohne dass dabei der
Periostschlauch vollumfanglich reit. Zudem gibt es noch die Luxationsfraktur, bei
welcher, parallel zur Fraktur, das knorpelbedeckte und an einem Gelenk beteiligte Ende

eines Knochens aus diesem herausluxiert [80].

4.3.3 Frakturheilung

Fur die Heilung einer Fraktur sind das Endost sowie das Periost und die Havers-Kanéle
die entscheidenden Elemente [80]. Im Falle eines Bruchs werden die Umbauprozesse,
die auch im gesunden Knochen als standiges Zusammenspiel von Osteoblasten und
Osteoklasten ablaufen, intensiviert. Die Reparatur der Kortikalis gelingt tber den
Havers-Knochenumbau, bei dem sich Osteone senkrecht zum Bruchspalt ausdehnen
und so diesen verschlieBen. Im Knocheninneren heilt die Spongiosa indem neugebildete
Trabekel den Frakturbereich Uberbricken. Ausléser fir die gesteigerten
Umbauprozesse ist die interfragmentare Dehnung des Gewebes, wobei fiir eine
optimale Heilung weder zu wenig Bewegung im Bereich des Bruchs vorhanden sein darf,
damit die Stimulation erhalten bleibt, noch zu viel, da es sonst zu einer Pseudarthrose

(nicht kndchern heilende Knochenfraktur) kommen kann [73].

Grundlegend wird der Heilungsprozess frakturierter Knochen in zwei Klassen eingeteilt.
Bei der primaren Frakturheilung, die auch als direkte Frakturheilung bezeichnet wird, ist
der Knochen auf einen direkten Kontakt zwischen den Fragmenten angewiesen [80]. Da
es ohne eine aufwendige Fixierung des geschadigten Knochens nicht mdglich ist,
dauerhaft einen anatomisch repositionierten, dehnungsfreien interfragmentaren Kontakt
mit einem Abstand unter 1 mm herzustellen, kommt die primére Frakturheilung in der
Natur kaum vor [72]. Bei der direkten Frakturheilung werden zwei Formen unterschieden.
Betragt der Frakturspalt unter 0,01 mm und ist dieser einer Dehnung unter 2 %
ausgesetzt, kommt es zu der sogenannten Kontaktheilung, bei welcher die Osteone, die
nahe der Fraktur liegen, mit Hilfe von Osteoklasten Schneidkegel ausbilden
[72,111,124]. Diese erzeugen hohle Kanéle zwischen den beiden Fragmenten, welche

im Anschluss durch Osteoblasten im hinteren Bereich des Schneidkegels mit
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Knochensubstanz gefillt werden [59,72]. Dadurch entstehen parallel sowohl eine neue
knocherne Verbindung, als auch die fiir die Versorgung des Knochens wichtigen Havers-
Kandle. Im nachsten Schritt folgt, ohne den Umweg uber die Ausbildung von
Kallusgewebe, der Umbau der Osteonen zu Lamellenknochen [72]. Ist der Frakturspalt
gréRer als 0,01 mm, aber kleiner als 1 mm, so kommt es zur Spaltheilung, bei der im
Gegensatz zur Kontaktheilung die kndcherne Vereinigung vom Umbau der Havers-
Kanale zeitlich getrennt ist. Zu Beginn wird der Spalt mit lamellarem Knochen verfiillt,
welcher jedoch orthogonal zur Langsachse verlauft und somit mechanisch instabil ist.
Dieser Prozess dauert beim Menschen 3-8 Wochen. Im Anschluss erfolgt zum Erreichen
der urspriinglichen biomechanischen Stabilitat eine sekundare Rekonstruktion, welche

stark dem Umbau durch die Schneidkegel bei der Kontaktheilung ahnelt [72].

Die sekundare oder indirekte Frakturheilung setzt ein, sobald die beiden Frakturenden
mehr als 1 mm voneinander entfernt sind oder sich nicht mehr in ihrer anatomisch
korrekten Lage befinden und gilt als physiologischer Regelfall der Frakturheilung [80].
Dieser Heilungsprozess lasst sich in mehrere Phasen einteilen, die ineinander
tbergehen und je nach Autor leicht voneinander abweichen. Die folgende Aufzahlung
gliedert den Ablauf der Frakturheilung in vier Schritte [80,109]:

1. Initiale Verletzungsphase: Durch Gewalteinwirkung entsteht eine Fraktur
inklusive Schadigung des umliegenden Weichteilgewebes, wodurch sich ein
Hamatom bildet.

2. Entzindungsphase (3-14 Tage): In das Ha&matom wandern Thrombozyten,
Makrophagen und andere Immunzellen ein und sorgen fir eine Ausschiittung
von Zytokinen, Wachstums- und Gerinnungsfaktoren. Zusatzlich erfolgt eine
erste Stabilisierung der Fraktur durch einen bindegewebigen Kallus, gebildet von
Fibroblasten und Chondrozyten, die ebenfalls in das Hamatom einwandern und
dieses umbauen.

3. Phase der Kallushartung (Wochen bis Monate): Der bindegewebige Kallus wird
durch eine hohe Osteoblastenaktivitéat und die Einlagerungen von Mineralstoffen
von aul3en nach innen zum knéchernen Kallus umgewandelt, welcher aus
Geflechtknochen besteht.

4. Remodeling-Phase (1-2 Jahre): In der letzten Phase erfolgt eine Anpassung des
Knochens um seine urspriingliche Belastbarkeit und Form zu erreichen. Dazu
sprossen medullare GefalRe ein und der Kallus wird zu Lamellenknochen mit

einer Kortikalis und Trabekeln umgebaut.
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4.3.4 Frakturmodelle

Als hilfreiches Instrument zur Erforschung der Frakturheilung, insbesondere im Bereich
der Grundlagenforschung, haben sich verschiedene tierexperimentelle Frakturmodelle
bewahrt. Obwohl die Wissenschaft bestrebt ist, Versuche an lebenden Tieren zu
vermeiden, wird nach wie vor mit diesen die beste Naherung an das Heilungsverhalten
des menschlichen Knochens erreicht, weshalb in-vivo-Versuche in puncto
Ubertragbarkeit auf den Menschen Uberlegen sind [11,23]. Verschiedene Tierarten
haben jeweils entscheidende Vor- und Nachteile, die vor Beginn einer Studie
gegeneinander abgewogen werden muissen, um eine optimale Balance zwischen
medizinischen, ethischen, zeitlichen und finanziellen Aspekten sowie dem

wissenschaftlichen Nutzen zu erreichen.

Um eine optimale Ubertragbarkeit der Forschungsergebnisse vom Experiment auf den
Menschen zu gewabhrleisten, liegt bei der Untersuchung der Frakturheilung die Auswabhl
von Primaten als Versuchstiere aufgrund ihrer extrem engen genetischen
Verwandtschaft (98,5 % Ubereinstimmung zwischen Mensch und Schimpanse) mit dem
Menschen nahe [122]. Dieser Vorteil birgt jedoch zugleich den gré3ten Nachteil dieses
Tiermodells, da fir Menschenaffen sehr strenge Vorschriften hinsichtlich Haltung, Zucht
und erlaubten Anzahl an Versuchstieren vorherrschen [83]. Da die Nachteile bei dieser
Tierart gegeniiber den Vorteilen deutlich Giberwiegen, ist der Primat fiir die Untersuchung

des Heilungsverhaltens von Knochen ungeeignet.

Die Tibia des Schafs @hnelt in ihren anatomischen Proportionen, dem Knochenaufbau
und der Frakturheilung der des Menschen, wodurch sie in der Erforschung der
Frakturversorgung vor allem  Anwendung in der Entwicklung von
Osteosyntheseverfahren findet [129]. Durch diese Ahnlichkeit koénnen fir die
Frakturversorgung grofdtenteils handelsibliche humane Implantate und das
dazugehtrige Instrumentarium genutzt werden. Die Beliebtheit von Schafen als
Versuchstiere geht unter anderem auch auf die Association for the Study of Internal
Fixation zuriick, die an ihnen ein Vielzahl von Studien zu Schrauben- und
Plattenfixationen durchgefiihrt hat [81-83,95,107]. Da Schafe naturbedingt stets
versuchen werden, die operierte Gliedmalfie zu belasten und zudem sehr schreckhaft
sind, muss eine vermehrte Belastung der betreffenden Extremitét berticksichtigt werden
[83]. Einer der entscheidendsten limitierenden Faktoren ist die aufwéndige Haltung.
Schafe bendtigen entsprechend grofRe Stallungen und Futtermengen, was einen hohen

Kostenaufwand mit sich bringt.

Analog zu Schafen, ist die Anatomie der Tibia von Ziegen mit der des Menschen

vergleichbar, wodurch ebenfalls handelsiibliche Implantate sowie deren Instrumentarium
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eingesetzt werden konnen oder nur leichte Anpassungen notwendig sind [22]. Bei
Ziegen treten jedoch recht haufig orthopédisch relevante Erkrankungen, wie
beispielsweise Ziegenarthritis auf [83]. Diese kann die Auswertung der Lahmheit im
Verlauf des Beobachtungszeitraums beeintrachtigen, weshalb Ziegen als Spezies fur

Frakturmodelle nur selten Verwendung finden.

Hunde sind primér aus zwei Grinden besonders interessant fir die Erforschung von
Frakturen. Zum einen gibt es eine erhebliche Menge an Literatur aus der
Veterinarmedizin Uber die Versorgung von Knochenbrichen sowie das Verhalten von
Hunden, da diese mit Abstand das alteste und gleichzeitig eines der wichtigsten und
haufigsten Haustiere des Menschen sind [83]. Zum anderen besitzen Hundeknochen
eine dem Menschen gleichartige Knochenfeinstruktur mit einem vergleichbaren
Regenerationsverhalten [4,129]. Jedoch benétigt man auch selbst bei relativ groRen
Rassen, wie zum Beispiel dem Schaferhund, spezielles OP-Instrumentarium und
angepasste Implantate. Ein von Wissing et al. (1990) besonders hervorgehobener
Nachteil bei Hunden als Versuchstiere ist die Inkonsistenz der Ergebnisse trotz
gleichbleibender  Versuchsbedingungen [129]. Um solche  Schwankungen
entgegenzuwirken ware eine erheblich héhere Zahl an Versuchstieren nétig. Zudem

werden Hunde im Vergleich zu anderen Versuchsspezies als infektanféllig beschrieben.

Als grofiter Vertreter der experimentell genutzten Kleintiere verbinden Kaninchen die
Vorteile einer anspruchslosen und platzsparenden Haltung mit dem Vorhandensein
eines verhaltnismafiig grofRen Skelettes, welches einerseits spezielle Implantate und
Instrumente voraussetzt, aber andererseits komplexere Osteosynthesen und den
systemischen Einsatz teurer Wirkstoffe erlaubt [83,129]. Zudem ist die Frakturheilung
von Kaninchen aufgrund der Ausbildung von Havers-Systemen weniger primitiv als bei
anderen Kleintieren [83]. Von Nachteil ist jedoch die recht geringe Vergleichbarkeit mit
der menschlichen Frakturheilung, da diese beim Menschen bedeutend langsamer

ablauft [129]. Zudem weicht die Mikrostruktur stark von der des Menschen ab [75].

Ein besonders haufig genutztes Tier fur die Erforschung der Frakturheilung ist die Ratte
[83]. Die Haltung und Zichtung gestaltet sich sehr einfach und kostengiinstig, weshalb
vielfaltige Frakturmodelle an ihnen entwickelt wurden. Die dafir verwendeten Knochen
reichen von MittelfuRknochen, Tibia und Fibula Gber das Femur bis zu Radius, Ulna und
dem Schadel, wobei die Frakturen meist per Osteotomie induziert und durch
intramedullare Stabilisierung fixiert wurden [8,12,41,83,121,126,138]. Die Knochen
eigenen sich sowohl fir histologische als auch mechanische Testungen [83]. Nachteilig

ist der primitive Ablauf der Frakturheilung, welcher ohne Havers-Systeme auskommt
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sowie die Unterschiede hinsichtlich der generellen Zusammensetzung, Dichte und
Qualitat des Knochen im Vergleich zu dem des Menschen [75,83].

Angesichts der sehr geringen Kosten fir Zucht, Unterbringung und Versorgung ist es
nicht verwunderlich, dass Mause als Versuchstiere fur Frakturmodelle immer beliebter
werden und grof3e Populationen fur Studienzwecke ermdglichen [83]. Zudem ist das
Genom der Maus entschlisselt, was molekularbiologische Untersuchungen stark
vereinfacht. Durch die Verfugbarkeit verschiedenster Knockout-Mause und
monoklonaler Antikorper ist es bei dieser Spezies moglich, die Einflusse einzelner
Teilelemente des Stoffwechsels auf die Frakturheilung zu untersuchen [75,98]. Fir
solche Studien haben sich Rippenfrakturen als Standard durchgesetzt, da hier der
Bewegungsapparat der Maus und somit ihre Mobilitdt und Lebensqualitdt moglichst
wenig beeintrachtigt wird [56,77,78,98,100]. Da sich Rippenfrakturen jedoch auf Grund
mangelnder Reproduzierbarkeit der mechanischen Eigenschaften nicht fir eine
biomechanische Untersuchung eignen, wurde erstmalig von Hiltunen et al. (1993) ein
standardisiertes Frakturmodell an der Tibia der Maus entwickelt, bei dem der Knochen
geschlossen frakturiert und unter Verwendung eines intramedullar eingefiihrten Drahtes
aus rostfreiem Stahl fixiert wurde [42]. Diese Methode ist kostengiinstig, mit einer
geringen chirurgischen Invasivitat verbunden und durch die Unversehrtheit der Fibula
teils selbststabilisierend, jedoch fehlt durch die verwendeten Stahlstifte eine axiale und
rotatorische Stabilisierung [98]. Zudem kommt es bei diesem Frakturmodell haufig zu
Knieluxationen und Schadigungen des Markraumes. Auch die Durchfiihrung
biomechanischer Messungen ist durch die gekrimmte Form der Tibia erschwert,
weshalb das Femur durch seine gerade Bauform entscheidende Vorteile bietet. Seine
gleichméRige und grofRere Form begunstigt die Anwendung grof3erer und vielseitigerer
Implantate wie Zugschrauben, Platten oder interne und externe Fixateure. Zur
Erzeugung der Fraktur wird zwischen einer offenen und einer geschlossenen Methode
unterschieden, wobei beide Vor- und Nachteile aufweisen. Fir eine offene Frakturierung
wird Uber einen grol3eren Zugang eine gezielte Osteotomie durchgefiihrt, welche in Form
und Ausdehnung individuell je nach Studienziel angepasst werden kann [75]. Dabei
entsteht ein klar definierter, jedoch betrachtlicher Weichteilschaden, der mit jeder OP
reproduzierbar ist. Dieser Weichteilschaden sowie das chirurgische Risiko kdnnen durch
Verwendung einer erstmals von Bonnarens et al. (1984) eingefiihrten
gravitationsgetriebenen, stumpfen Guillotine reduziert werden [12,75]. Diese
Vorgehensweise hat den Vorteil, dass zwar der umliegende Weichteilmantel gequetscht
wird, jedoch insgesamt intakt bleibt. Das durch die Fraktur entstehende Hamatom wird
dadurch eingedammt und die heilungsférdernde Wirkung des Blutes im Bruchspalt bleibt

erhalten.

21



Fur die Versorgung erzeugter Frakturen stehen folgende Osteosynthese-Implantate zur

Verfligung:

Intramedullarer Pin: Stifte aus 0,2 mm starkem rostfreiem Stahl sind die alteste
Form der Stabilisierung muriner Femurfrakturen und aus der Arbeit von
Bonnarens et al. an der Ratte abgeleitet [12,45,98]. Diese Methode ist sehr
gunstig und chirurgisch einfach umzusetzen, jedoch bietet sie keine Stabilitat in
der Langsachse sowie der Rotation [12,45,98].

Verriegelungsnagel: Der Verriegelungsnagel besteht aus einer modifizierten 24
Gauge-Kantle, deren Spitze pfeilspitzenférmig abgeflacht wurde, sodass diese
sich nach Einbringen in den frakturierten Knochen durch eine Bohrung zwischen
den Femurkondylen im proximalen Teil des Knochen verankern kann [51,98].
Das distale Ende der Kanlle wird nach dorsal in den Interkondylarspalt um 90°
abgewinkelt. Insgesamt bietet diese Technik im Vergleich zum intramedullaren
Stift trotz fehlender Starrheit mehr Stabilitat bei ebenfalls sehr geringen Kosten,
niedrigem Implantatgewicht und chirurgischer Invasivitat. Die bedeutendste
Komplikation die auftreten kann, ist eine Schadigung des Knochenmarks [51,98].
Nagel mit Pinverriegelung: Bei dieser Methode handelt es sich um ein offenes
Frakturmodell, deren Knochendefekt durch eine Osteotomie entsteht und somit
prazise induziert werden kann [26,98]. Die steife Fixierung des Knochens
entsteht dadurch, dass zuerst ein intramedullarer Nagel in das Femur
eingebracht und anschliel3end mit zwei orthogonalen Pins auf jeder Seite des im
Anschluss erzeugten Bruchspalts verriegelt wird. Dabei werden deutliche
Nachteile in Kauf genommen, zu denen der hohe Implantatpreis, die
anspruchsvolle OP und die hochgradige Schadigung des umliegenden Gewebes
zahlen [26,98].

Pin-Clip-Osteotomie: Diese Osteotomieform nutzt das minimale Gewicht und die
geringen Implantatkosten des intramedullaren Pins. Kombiniert wird diese mit
einem circa 4 mm langen Clip aus einer 27 Gauge-Kaniile, der in Richtung der
Langsachse des Knochens den Frakturspalt Gberbriickt und an beiden Enden in
einem Bohrloch verankert wird [25,98]. Dieser Clip nimmt Torsions- und
Zugkrafte auf, welche bei der alleinigen Nutzung eines Stiftes zur Instabilitat der
Fraktur fihren. Zudem lasst sich mit dieser Technik die Weite des Bruchspaltes
exakt einstellen. Der gréf3te Nachteil dieses Verfahrens ist der Umstand, dass
eine offene Operation (OP) mit allen entsprechenden Komplikationen von Néten
ist. Zudem kommt es zu einer Schadigung des intramedullaren Raums [25,98].
Verriegelungsplatten: Neben den intramedullar stabilisierenden Implantaten gibt

es auch Osteosyntheseplatten, welche durch einen offenen Zugang im Bereich
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der Fraktur positioniert und anschlieBend mit mehreren Mikroschrauben fixiert
werden [44,98]. Diese Vorgehensweise ermdglicht eine anatomisch korrekte und
steife, verschiebungsfreie Reposition der Fraktur, welche die Versorgung am
Menschen sehr gut nachahmt. Die Rotationssteifigkeit ist dabei viermal hoher als
bei Verwendung einer Schraube [43]. Von Nachteil ist jedoch die hohe Invasivitét
und Schadigung der umliegenden Weichteile durch den offenen Zugang [44].

- Fixateur externe: Dieses Verfahren orientiert sich analog zur
Plattenosteosynthese nach Osteotomie sehr genau an der am Menschen
angewandten Technik, wobei zunachst jeweils zwei Schanzschrauben senkrecht
in beide zu stabilisierenden Teile des Knochens eingebracht und anschliel3end
Uber eine Klemmbacke miteinander verbunden werden, um so die Fraktur zu
versteifen [19,98]. Man kann mithilfe des externen Fixateurs individuell den
Bruchspalt einstellen und so bei einer optimalen Stabilitdt verschiedene
Frakturmodelle umsetzen. Jedoch birgt die Technik einige bedeutende Nachteile,
wie das hohe Gewicht des Implantats und seine externe Lage, wodurch die Maus
in ihrem Gangbild und ihrer gesamten Lebensqualitat einschrénkt wird. Das kann
zu selbstverletzendem Verhalten des Tieres und gepaart mit den nach auf3en,
die Muskel durchbohrenden Schrauben, zu einem erhdhten Infektionsrisiko fur
die Maus fuhren. Auch der Preis der Implantate ist deutlich hdher als bei anderen
Osteosynthesemethoden [98,103].

- Intramedulldre Zugschraube: Dem Namen entsprechend, ermdglicht diese
Schraube, durch ihr im proximalen Viertel gelegenes Gewinde und dem am
distalen Ende befindlichen Konus, eine Kompression des Frakturspaltes, indem
beide Knochensticke aneinander herangezogen werden [53,142]. Damit wird
eine Stabilitdt in allen Achsen, der Lange und der Rotation bei minimaler
Invasivitat gewahrleistet [98]. Nachteilig anzumerken ist der hohe Preis des

Implantats und die mdgliche Schadigung des Knochenmarks [98].

4.4 Clopidogrel

Der Wirkstoff Clopidogrel ist ein Thienopyridin-Derivat der zweiten Generation und
gehort der Gruppe der Thrombozytenaggregationshemmer an [92]. Erstmals wurde
Clopidogrel 1998 in den Vereinigten Staaten auf den Markt gebracht [141]. Noch im
gleichen Jahr erfolgte die Zulassung in Europa durch die Européische
Arzneimittelkommission. Verabreicht wird Clopidogrel als Prodrug, welches im
Gastrointestinaltrakt tber den P-Glykoproteintransporter in das Blut aufgenommen und
in der Leber durch Cytochrom P450-Enzyme, priméar 2C19, in seinen aktiven Metaboliten
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umgewandelt wird [123]. Indiziert ist Clopidogrel zur Pravention atherothrombotischer
Ereignisse [73,106,139]. Als Monotherapie wird es zur Prophylaxe eines Apoplexrezidivs
beziehungsweise nach einem kuirzlich aufgetretenen Herzinfarkt oder bei einer
bestehenden pAVK angewendet. Neben einer Thrombolyse wird Clopidogrel kombiniert
mit Acetylsalicylsaure als Begleittherapie bei ST-Hebungsinfarkten angewendet
[39,128]. Diese Kombination wird als duale Plattchenhemmung bezeichnet.

4.4.1 Struktur

In seiner Reinform ist Clopidogrel ein farbloses Ol mit einem Schmelzpunkt von 183 °C
und der Summenformel CieHisCINO.S sowie dem IUPAC-Namen (S)-Methyl-(2-
chlorphenyl)-2-(6,7-dihydro-4H-thieno[3,2-c]pyridin-5-yl)acetat [84]. Das schwer
wasserldsliche Molekul besitzt eine molare Masse von 321,83 g/mol.

Abbildung 1: Strukturformel Clopidogrel

Abbildung 2: Strukturformel aktiver Metabolit Clopidogrel

4.4.2 Wirkmechanismus

Als Derivat von Thienopyrimidin ist Clopidogrel die Prodrug eines irreversiblen Inhibitors
am P2Y»>-Rezeptor, welcher eine zentrale Rolle im hamostatischen System spielt [123].
Der erstmalige Nachweis des P2Y1,-Rezeptors gelang Hollopeter et al. im Jahr 2001
[49]. Seine Wirkung entfaltet der Rezeptor sobald Adenosindiphosphat (ADP) an diesen
bindet und Uber eine Gi-Protein-gekoppelte Kaskade die thrombozytare Adenylatzyklase
hemmt [123]. Aus der Hemmung resultiert ein Abfall der zyklischen
Adenosinmonophosphat-Konzentration innerhalb des Thrombozyten, in Folge dessen

der Glykoprotein (GP)-lIb/llla-Komplexe aktiviert wird. Dieser GP-lIb/llla-Komplex kann
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das im Blutplasma befindliche Fibrinogen an sich binden, was zu einer Aggregation von
Thrombozyten fuhrt. Da Clopidogrel nach seiner enterohepatischen Aktivierung die
hemmende Wirkung des P2Yi>-Rezeptors dauerhaft blockiert, wird die Kaskade zur
Fibrinogenbindung fiur die restliche Lebenszeit des Blutplattchens (circa 7-10 Tage)
unterbrochen, welche ein essenzieller Bestandteil der Thrombozytenaggregation
darstellt [123,143].

4.4.3 Pharmakokinetik

Die Absorption von Clopidogrel im Magen-Darmtrakt verlauft unabhangig von einer
einmaligen oder taglichen Einnahme so schnell, dass der Peakplasmaspiegel
(unverandertes Clopidogrel) nach circa 45 Minuten (min) erreicht wird [144]. Misst man
die Menge der Uber den Harntrakt ausgeschiedenen Clopidogrelmetaboliten, so ergibt
sich eine Resorptionsrate von tiber 50 %.

Die im Blut enthaltenen Plasmaproteine binden das absorbierte Clopidogrel und dessen
inaktiven Metaboliten zu 98 % beziehungsweise 94 % an sich [144]. Jedoch kommt es
Uber einen sehr breiten Konzentrationsbereich nicht zu einer Sattigung der

Bindungskapazitat der Plasmaproteine.

Clopidogrel kann sowohl mit als auch ohne Lebensmittel eingenommen werden, da eine
Studie nachweisen konnte, dass aus einer Einnahme von 75 mg des Wirkstoffs
zusammen mit einer standardisierten Mahlzeit nur eine um weniger als 9 % reduzierte

mittlere Hemmung der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation resultiert [143].

Die Umwandlung der Prodrug Clopidogrel in ihren aktiven Metaboliten geschieht
enterohepatisch Uber mehrere Stufen, an denen verschiedene Cytochrom-P450-
Enzyme beteiligt sind, wobei CYP2C19 eine Hauptrolle einnimmt [123]. Dieser
Aktivierungsprozess findet lediglich bei einem Bruchteil des Medikaments statt, denn in
Abhangigkeit von der Recherchequelle werden zwischen 85 % und Uber 90 % des
Clopidogrels nach der Resorption aus dem Gastrointestinal-System von dem Enzym
Carboxyesterase-1 zu einem Carbonsaurederivat (SR26334) umgesetzt, das keinen
Einfluss auf die Hamostase besitzt [123,143]. Damit der aktive Wirkstoff entsteht, wird
Clopidogrel zunachst von den Cytochromen zu einem 2-Oxo-Clopidogrel-
Intermediarmetaboliten oxidiert und anschlieBend durch weitere Schritte, mithilfe von
CYP2C19, CYP3A, CYP2B6 und CYP1A2 zu dem wirksamen Thiol-Derivat
verstoffwechselt. Es folgt die schnelle und irreversible Bindung an den P2Y1,-Rezeptor,

womit dessen Aggregationsfahigkeit dauerhaft gestort ist [143].
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Nach einer oralen Applikation von Clopidogrel wird die maximale Konzentration (Cmax)
des Thiol-Metaboliten in einem Zeitraum zwischen 30 und 60 min erreicht [143]. Nimmt
ein Patient vier Tage in Folge 75 mg des Medikaments ein, so ist der Maximalwert nur
etwa halb so hoch, wie nach einer einmaligen Dosis von 300 mg. Die Pharmakokinetik
von Clopidogrel verhalt sich im Bereich zwischen 75 und 300 mg zuséatzlich nicht
dosisproportional, denn eine Vervierfachung der Dosis lasst die Cnax Um den Faktor 2

steigen und die Area under the curve (AUC) um den Faktor 2,7.

Die Ausscheidung im Laufe von 120 Stunden verteilt sich auf circa 50 % Elimination Uber
den Urin und circa 46 % Uber den Féazes [143,144]. Die Halbwertszeit von Clopidogrel
als Prodrug betragt nach einer Einzeldosis von 75 mg etwa 6 Stunden und die seines
aktiven Derivats ungefahr 30 min. Der inaktive Carbonsauremetabolit ist sowohl bei
Verabreichung einer Einzeldosis als auch nach der wiederholten Einnahme nach 8

Stunden zur Halfte ausgeschieden [144].

Clopidogrel lasst sich insgesamt von seiner Wirkstarke als moderat einstufen, allerdings
zeigen sich  starke interindividuelle ~ Schwankungen hinsichtlich  seiner
Plattchenhemmung [123]. Dabei spielen nicht nur Arzneimittelinteraktionen oder
demographische und klinische Faktoren, wie beispielsweise Vorerkrankungen, Alter und
der Body-Mass-Index eine Rolle, sondern insbesondere auch eine genetische Varianz
des CYP2C19-Systems, welches wie zuvor beschrieben, mafl3geblich an der Aktivierung
von Clopidogrel beteiligt ist. Zusatzlich kdnnen Polymorphismen anderer CYP450-
Enzyme den Metabolismus des Thiol-Derivats beeinflussen [123,144]. Die Allelform mit
der vollen Funktionsfahigkeit nennt sich CYP2C19*1, die Allele CYP2C19%2, *3,..., *8
zeichnen sich durch einen verminderten Metabolismus aus [94,144]. Betrachtet man die
Gruppen der Patienten mit einer geringeren Bioverfigbarkeit, so weisen Hellhautige
einen Anteil von 85 % und Asiaten einen 99 %-igen Anteil der Allele CYP2C19*2 und -
*3 auf. Ist ein Mensch im Besitz zweier Loss-of-Function-Allele, so spricht man von
einem schwachen Metabolisierer [143]. In der hellhdutigen Bevolkerung trifft dies auf
circa 2 % zu, bei Dunkelhautigen auf 4 % und auf 14 % der Asiaten. Liegt im Genom
eines Menschen nur ein Loss-of-Function-Allel vor, wird dieser als mittelstarker
Metabolisierer bezeichnet [144]. Die Einbul3en bei Cmax und AUC von Clopidogrel bei
intermedidren und schwachen Metabolisierern liegt zwischen 30 % und 50 %, jedoch
wurde noch kein auf klinischen Studien basierendes Schema entwickelt, welches solche
interindividuellen Unterschiede kompensiert. Dass eine auf Loss-of-Function-Allel
beruhende schlechtere Metabolisierung von Clopidogrel auch einen realen Einfluss auf
das kardiovaskulare Risiko von Patienten hat, konnte unter anderem in der TRITON-
TIMI 38- und der CHARISMA-Studie nachgewiesen werden [9,131].
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4.4.4 Anwendung und Indikation

Zugelassen wurde Clopidogrel 1998, basierend auf den Erkenntnissen der
randomisierten und verblindeten internationalen CAPRIE-Studie von 1996 mit 19.185
Teilnehmern, um bei Patienten mit bereits klinisch manifestierter Atherosklerose
(ischamischer Schlaganfall, Herzinfarkt, pAVK), die Folgeereignisse der Erkrankung, wie
Herzinfarkt und Schlaganfall, zu vermindern [141]. In dieser Studie konnte
nachgewiesen werden, dass bei der oben beschriebenen Risikogruppe durch eine
Langzeitbehandlung mit Clopidogrel von 75 mg/Tag das relative Risiko um 9,4 % im
Vergleich zu einer Acetylsalicylsaure (ASS)-Therapie sinkt [29]. Erganzend zeigen Post-
hoc-Analysen der CHARISMA-Studie, welche an 15.603 zufallig ausgewahlten
Patienten mit klinisch bestétigten kardiovaskularen Erkrankungen oder multiplen
kardialen Risikofaktoren durchgefiihrt wurde, dass eine duale Plattchenhemmung mit
Clopidogrel und ASS bei einer CARPIE-like-Kohorte hinsichtlich der Prognose einer
alleinigen ASS-Therapie Uberlegen ist, ohne dabei das Risiko schwerer Blutungen zu
erhdhen [10,28]. Ein weiterer Anwendungsfall fur Clopidogrel ist vor einer
Stentimplantation gegeben, um intra- und postoperative Komplikationen zu reduzieren.
Dazu wird beispielsweise durch eine einmalige Gabe von 600 mg des Medikaments
mindestens zwei Stunden vor dem Eingriff das Blut aufgesattigt [28]. Auch im Anschluss
an eine koronare Intervention bei einer stabilen koronaren Erkrankung folgt neben einer
dauerhaften Therapie mit ASS eine zusatzliche Erhaltungstherapie mit Clopidogrel. Die
Dauer ist dabei von der Art des Eingriffs abhangig. Wurde eine alleinige Perkutane
transluminale koronare Angioplastie (PTCA) durchgeflihrt, so reichen 2-4 Wochen duale
Plattchenhemmung. Wird bei einem solchen Eingriff ein unbehandelter Stent eingesetzt,
werden vier Wochen Medikamentengabe empfohlen und bei
medikamentenbeschichteten Stents 12 Monate, sofern kein erhdhtes Risiko fur eine
Blutung besteht. Sowohl nach einem akuten Koronarsyndrom ohne ST-Hebung als auch
nach einem ST-Hebungsinfarkt (STEMI) empfehlen die Européaische Gesellschaft fur
Kardiologie (ESC) und die American Heart Association (AHA) bei geringem
Blutungsrisiko eine mindestens 12-monatige duale Plattchenhemmung. Diese
Empfehlung wird von der CHARISMA-Studie gestutzt, welche ein verbessertes Outcome
bei langfristiger Therapie mit Clopidogrel und ASS im Vergleich zu einer ASS-
Monotherapie nach der Akutphase eines Herzinfarktes nachweisen konnte [9,28]. Auch
die randomisierten Studien COMMIT/CCS 2 und CLARITY-TIMI 28 untermauern beide
die Bedeutung von Clopidogrel zur Therapie des STEMI [18,28,106]. Nicht nur klinische
Studien konnen die positiven Effekte von Clopidogrel zur Therapie des STEMI belegen,
sondern auch das deutsche Register fur das akute Koronarsyndrom (ACOS-Register),

das mit 5.886 registrierten Patienten eine deutliche Risikoreduktion unter einer
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langfristigen dualen Plattchenhemmung verzeichnet [28]. Im Falle eines Nicht-ST-
Hebungsinfarktes (N-STEMI) oder einer instabilen Angina pectoris werden mindestens
12 Monate duale Plattchenhemmung empfohlen [28]. Grundlage dafir ist die 12.562
Patienten starke CURE-Studie, bei der eine zusatzliche Gabe von Clopidogrel zu ASS
bei Patienten mit instabiler Angina pectoris und N-STEMI, zu einem signifikant
niedrigeren Risiko fur Reinfarkte fuihrte. Tendenziell bestand auch fur diese Patienten
ein geringeres Risiko an den Folgen der Grunderkrankung zu sterben oder anschlieRend

einen Schlaganfall zu erleiden [28,30].

4.4.5 Nebenwirkungen

Fur die Zulassung von Clopidogrel wurden in der CARPIE-Studie neben der Wirkung
auch die Nebenwirkungen dokumentiert, die nach bis zu einem Jahr und langer auftreten
kénnen [29,144]. Diese Daten Uber unerwiinschte Wirkungen von Clopidogrel wurden
im Laufe der Zeit durch weitere Studien und spontane Beobachtungen wahrend des
klinischen Gebrauchs ergénzt [144]. Entsprechend seines Einflusses auf das
hamostatische System sind Blutungen die am haufigsten auftretenden Komplikationen
und entstehen meist bereits im ersten Monat der Behandlung. In der CARPIE-Studie
traten bei 1,4 % der Probanden schwerwiegende Blutungen auf [29,144]. Die
nachfolgende Tabelle enthalt die mit Clopidogrel in Zusammenhang gebrachten
Nebenwirkungen, sortiert nach Haufigkeitsgruppen. Dabei steht ,haufig® fir ein
Wahrscheinlichkeit von >1/100 bis <1/10, ,gelegentlich® fir >1/1.000 bis <1/100, ,selten®
fir >1/10.000 bis <1/1.000 und ,sehr selten fir <1/10.000. Die schwerwiegendste

Nebenwirkung wird in der jeweiligen Spalte zuerst genannt.
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Augenblutungen
Ulcus ventriculi
Ulcus Duodeni
Gastritis
Erbrechen
Ubelkeit

Verstopfung

Flatulenz
Ausschlag
Juckreiz

Blutungen der Haut

Hamaturie
Verlangerte
Blutungszeit
Neutrophile |
Thrombozyten |

Haufig Gelegentlich Selten Sehr selten
Hamatome Thrombozytopenie (Schwere) . TTP
Neutropenie
Epistaxis Leukopenie Vertigo Aplastische Anamie
. . Retroperiton. -
GI-Blutungen Eosinophilie Blutungen Panzytopenie
Intrakranielle
Bluterguss Blutungen Agranulozytose
Blutung an der Kopfschmerzen Schwere
Punktionsstelle Parasthesien Thrombozytopenie
Schwindel Anaphylaxie

Halluzinationen
Verwirrtheit
Schwere Blutungen
Vaskulitis
Hypotonie
Bronchospasmen
Interstitielle
Pneumonie
Pankeatitis

Kolitis

Stomatitis

Akutes
Leberversagen
Hepatitis

Bullose Dermatitis

Angioddem

Ekzem

Lichen planus
Arthritis, Arthralgie
Myalgie
Glomerulonephritis
Serumkreatinin 1
Fieber

Tabelle 1: Nebenwirkungen Clopidogrel

4.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob die Applikation von Clopidogrel die

Frakturheilung im murinen Ischdmiemodell beeinflusst.
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4.6 Fragestellung

Die durchgefuhrten tierexperimentellen Studien sollten die Frage beantworten, inwieweit
die Applikation von Clopidogrel die Frakturheilung gegentber der Applikation eines
Vehikels in einem etablierten Ischamiemodell an der Maus beeinflusst.

Trotz des breiten Einsatzes von Clopidogrel im klinischen Alltag, liegen bislang keine
Informationen bezlglich der Wirkung von Clopidogrel auf die Frakturheilung unter
ischamischen Bedingungen vor.

Die Nullhypothese lautet:

,Die Frakturheilung wird durch Applikation von Clopidogrel unter Ischamiebedingungen
im Mausmodell im Vergleich zu Tieren ohne Applikation von Clopidogrel (Kontrollen)

nicht beeinflusst.”
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5 Material und Methoden

5.1 Methoden

5.1.1 Studiendesign

Nach Genehmigung des Tierversuchsvorhabens (Nummer 35/2020) durch das
Landesamt fur Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterindrwesen
(Zentralstelle, Konrad-Zuse-Stral3e 11, 66115 Saarbrticken), wurden die Versuche in
den R&aumlichkeiten des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat
des Saarlandes streng nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes mit
insgesamt 46 Mausen durchgefuhrt. Die Anzahl der Tiere teilte sich auf in 24 Mause,
denen taglich Gber den gesamten Beobachtungszeitraum oral 3 mg/kg Korpergewicht
(KG) Clopidogrel (Clopidogrel AL 75 mg, ALIUD PHARMA GmbH, Laichingen,
Deutschland) verabreicht wurde und 22 Mause, die aquivalente Volumina an 0,9 %-iger
Kochsalzlésung erhielten. Diese beiden Versuchstiergruppen wurden wiederum in zwei

und finf Wochen postoperative Beobachtungszeit unterteilt (Tabelle 2).

Clopidogrel Control
2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen

Biomechanik 7 9 8 8
Radiologie /
Computertomographie 9 9 8 8
Histologie 8 9 8 8
Biochemie / Western

6 - 6 -
Blot

Tabelle 2: Versuchsprotokoll
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5.1.2 Tiermodell

Als Versuchstiere fur diese Studie dienten ausgewachsene CD-1® Mause (Elternstamm:
CD-1® IGS Mouse, Nomenklatur: Crl:CD1(ICR); Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland) mit einem durchschnittlichen Gewicht von 39 g (Clopidogrel: 40,8 + 2,6 g;
Kontrollgruppe: 37,5 + 3,0 g). Gehalten wurden die Tiere unter konstanten Bedingungen
(Raumtemperatur: 22-24 °C, relative Luftfeuchtigkeit: 60 %, 12-stindiger Tag-Nacht-
Rhythmus) in den Raumlichkeiten des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der
Universitat des Saarlandes in Homburg/Saar. Als Nahrung wurde den Ma&usen
ausreichend pelletférmiges Standardfutter (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland)

sowie Leitungswasser in Fitterungsflaschen zur freien Verfligung gestellt.

Die MouseScrew™ (RISystem AG, Davos, Schweiz), eine intramedullare Zugschraube
aus Implantatstahl mit den MafRRen 17,2 x 0,5 mm diente der Osteosynthese des
intraoperativ erzeugten Bruchspalts. Dabei bt der Konus am Schraubenkopf (0,8 mm
@) distal der Fraktur durch Sitz in der Fossa intercondylaris Druck im Zusammenspiel
mit dem proximal im Trochanter major sitzenden Gewinde (4 mm Lange, 0,5 mm @) auf

den Frakturspalt aus und komprimiert diesen.

5.1.3 Operationsverfahren

Die Versuche wurden in einer standardisierten Technik am Institut fir Klinisch-

Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes durchgefuhrt.

Am Tag der Operation wurde den Mausen ihre Tagesdosis an Clopidogrel
beziehungsweise Vehikel mindestens eine Stunde vor Narkoseeinleitung oral appliziert,
um gentigend Zeit fir die Magenpassage der Flissigkeit zu gewahrleisten und so das

Risiko einer Aspiration zu minimieren.

Als Narkosemittel diente die intraperitoneale Gabe von 100 mg/kg KG Ketamin
(Ursostamin® 100 mg - Serumwerke Bernburg, Bernburg, Deutschland) und 15 mg/kg
KG Xylazin (Rompun® 2 % - Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland). Zum Schutz
der Hornhaut vor Austrocknung wurde diese nach Eintritt der Narkosewirkung mit
Dexpanthenol-Salbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe — Bayer Vital GmbH)
bedeckt. AnschlieRend folgte die Enthaarung des zu operierenden rechten Beines per
Trockenrasierer und Enthaarungscreme (elca-med® - ASID BONZ GmbH, Herrenberg,
Deutschland), welche nach entsprechender Einwirkzeit feucht abgerieben wurde, um

einer Reizung der Operationswunde vorzubeugen.

Vor OP-Beginn wurde die Maus mit Klebeband (Durapore™ Kunstseidenpflaster - 3M

Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland) in Riickenlage und in gespreizter Beinhaltung
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auf der OP-Unterlage fixiert und mit Softasept® N (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) im rasierten Bereich ausreichend desinfiziert (Abbildung 3).

| . A ‘\{ b
Abbildung 3: Fixierung nach der Enthaarung

Der Hautschnitt erfolgte mit einer Skalpellklinge (Carbon Steel Skalpellklingen #15 —
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) medial der Patella sowie lateral der A. femoralis

mit einer La&nge von 6 mm parallel zum Gefalverlauf (Abbildung 4).

Abbildung 4: 6 mm Hautschnitt Abbildung 5: Darstellung der A. femoralis (A) und
A. profunda femoris (B)

Um im nachsten Schritt ischamische Bedingungen fur die Frakturheilung herzustellen,
wurde in dem fur diese Studie genutzten experimentellen Modell die A. profunda femoris
direkt nach ihrem Abgang aus der A. femoralis verschlossen. Dafur wurde das Bundel
aus A.-, V.- und N. femoralis aufgesucht und nach proximal in Richtung Leistenband
verfolgt. Auf Héhe des Abgangs der A. epigastrica wurde die nach medial abgehende A.
profunda femoris stumpf mit einer Sonde freiprapariert und mit einem Seidenfaden der

Starke 6-0 (Seide schwarz 6/0 USP, Seidenfaser nicht resorbierbar, geflochten,
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Resorba®, Nurnberg, Deutschland) doppelt ligiert (Abbildung 5). Da die A. profunda
femoris hauptséchlich nur den Femurschaft und die mediale Oberschenkelmuskulatur
versorgt, kann eine milde Ischamie erzeugt werden, die relativ lokal im Bereich des
Femur wirkt, ohne die Versorgung der restlichen Extremitdt zu beeintrachtigen
[5,62,120,137]. Als Grundlage fir diese Form der Ischamieinduktion diente die Studie
von Menger et al., in der die Auswirkungen einer Resektion der A. femoralis distal des

Leistenbandes mit einer Ligatur der A. profunda femoris verglichen wurden [74].

Abbildung 6: Anschlingen der A. profunda femoris ~ Abbildung 7: Anschlingen und doppelte Ligatur
der A. profunda femoris

Anschlielend wurde mittels eines weiteren Schnitts die Gelenkkapsel des Knies medial
der Patella in Langsrichtung eréffnet und die Patella mit einem Wattetupfer nach lateral
luxiert. Durch Lésen der Fixierung und Anwinkeln des Beines um 90°, lieRen sich die

Femurkondylen darstellen (Abbildung 6).
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Abbildung 8: Darstellung der Gelenkkapsel Abbildung 9: Luxation der Patella nach lateral
Mit Hilfe einer 24 G Spritzkantle (BD Microlance 3™ —24 G 1“—=Nr. 17, @ 0,55 x 25 mm
— BD Drogheda, Irland) lieR sich der Markraum des Femurs durch die Fossa

intercondylaris erdffnen (Abbildung 7).

Abbildung 10: Darstellung der Fossa Abbildung 11: Eréffnung des Markraums mittels
intercondylaris 27 G Kanule

In diesen Kanal wurde eine 27 G Dental-Anasthesiekaniile (Sterican® Einmalkantile fur
die Dental-Anésthesie — Ober-/Unterkiefer, Leitungsanéasthesie — Grol3e 30/42- G 27 x
1%/ @ 0,40 x 40 mm, B. Braun Melsungen AG) eingefihrt und auf der Gegenseite der
Trochanter major sowie die Haut des Tieres durchbohrt. Anschliel3end wurde die Dental-
Anéasthesiekanile durch einen kantlierten Wolframdraht (GuideTube 0.3/0.2 mm -
RISystem AG, Davos, Schweiz) ersetzt, der zu beiden Seiten circa 5 cm aus dem

Knochen und den Weichteilen herausragte (Abbildung 8).
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Abbildung 12: Einlage des kaniilierten Abbildung 13: Rontgenlagekontrolle des Drahtes
Wolframdrahtes

Nun wurde das Femur unter Zuhilfenahme einer stumpfen Guillotine geschlossen

frakturiert (Frakturtyp A2 oder A3 nach AO) zugefligt werden, wobei sowohl das Gewicht
als auch die Fallhthe der Guillotine definiert waren [76] (Abbildung 9).

Abbildung 14: Frakturierung mittels stumpfer Abbildung 15: Rontgenkontrolle der Fraktur
Guillotine

Bei der darauffolgenden Refixation der Fraktur per MouseScrew™ fungierte der
kanulierten Draht als Fuhrung, wobei die Spitze der Schraube in das distale Ende des
Drahtes adaptiert wurde [52]. Der Draht leitete die Schraube beim Hineindrehen mit
einem Handbohrfutter Uber den Frakturspalt hinweg in das proximale Femur. Die
Schraube sal3 richtig, sobald sich der Schraubenkonus im Sulcus intercondylaris
verhakte, dieser bindig mit der Corticalis abschloss und die Sollbruchstelle abriss
(Abbildung 10).
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Abbildung 16: Réntgenkontrolle der Abbildung 17: Herstellerbilder der MouseScrew™
MouseScrew™ (Genehmigung durch den Urheber liegt vor)

Die weiteren Schritte dienten der Wiederherstellung der anatomischen Verhaltnisse
sowie dem Wundverschluss. Zuerst wurde die Patella reponiert und durch die Naht der
Gelenkkapsel mittels 5-0 Prolene®-Faden (Ethicon Inc., Somerville, USA) fixiert.
AnschlieRend folgte der Hautverschluss ebenfalls per Einzelknopfnaht mit 5-0 Prolene®-
Faden (Ethicon Inc.). Die Kontrolle der Einzelschritte erfolgte per intraoperativer

Rontgenaufnahmen.

5.1.4 Medikamentenapplikation

Die Medikation beinhaltete zwei Komponenten. Zum einen wurde jedem Tier,
entsprechend der Einteilung im Versuchsprotokoll, das zu untersuchende Medikament
Clopidogrel (CLOPIDOGREL AL 75 mg Filmtablette, ALIUD PHARMA GmbH,
Laichingen, Deutschland), welches in isotoner Kochsalzlésung (Isotone Kochsalz-
Ldsung 0,9 %, B. Braun Melsungen AG) aufgeldst wurde beziehungsweise volumetrisch
aquivalente Mengen an selbiger isotoner Kochsalzlésung eine Stunde préoperativ und
anschliel3end Uber den gesamten Beobachtungszeitraum einmal taglich per gebogener
Schlundsonde verabreicht. Zum anderen erhielt jede Maus als Schmerzmedikation
intraoperativ 5 mg/kg KG subcutan in die Nackenfalte appliziertes Carprofen (Rimadyl™
50 mg/ml Carprofen, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) und fur die ersten
drei Tage postoperativ zusétzlich mit 1 mg/ml Tramal (Tramal 100 mg/ml Tropfen Losung

zum Einnehmen, Grinenthal GmbH, Stolberg, Deutschland) versetztes Trinkwasser.
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Abbildung 18: Orale Applikation von Clopidogrel oder Vehikel per Schlundsonde

5.1.5 Totung der Tiere

Am Ende des Beobachtungszeitraums von zwei beziehungsweise fiinf Wochen erfolgte
eine Narkotisierung der Mause nach bekanntem Schema und eine Rontgenaufnahme
des operierten rechten Femurs. Unmittelbar danach folgte die Totung mittels cervicaler
Dislokation in Narkose und die Explantation beider Femora.

5.1.6 Knochenpréparation

Um die Frakturheilung auswerten zu kdnnen, wurde sowohl das operierte, als auch das

unversehrte Femur zur Referenz explantiert.

Der erste Schritt umfasste die Hautinzision vom Becken bis zur proximalen Tibia.
AnschlieRend wurde die Oberschenkelmuskulatur entfernt, indem das Ligamentum
patellae per Skalpellschnitt inzidiert und die Muskulatur scharf abprépariert wurde. Die
Praparation wurde so lange fortgesetzt, bis die Gelenkkapsel des Huftgelenks frei lag,
welche wiederum eréffnet wurde, um den Femurkopf luxieren zu kénnen. AbschlieRend
wurden durch Abzupfen mittels Splitterpinzette letzte Muskelreste beseitigt und die
MouseScrew™ vollstandig entfernt. Um einer Veranderung der Knocheneigenschaften
durch Austrocknung vorzubeugen, wurde der Knochen mit isotoner Kochsalzlésung
regelmafiig benetzt und nach abgeschlossener Explantation in 4 %-iger Formalinlésung

fixiert.
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5.2 Zielkriterien und Auswertung

5.2.1 Biomechanik

Unmittelbar nach der Knochenpréparation wurde die Biegesteifigkeit [N/mm] des Kallus
und des gesunden Femurs per 3-Punkt-Biegetestung zerstérungsfrei (Mini-Zwick Z 2.5
— Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) bestimmt. Damit konnte neben der absoluten auch
die relative Biegesteifigkeit prozentual zum unversehrten Knochen ausgewertet werden.
Standardmaflig wurden die Femora mit ihrer ventralen Seite so auf dem Bock des
Materialprufgerates positioniert, dass der bewegliche Messstempel seinen Druck zentral
auf den Frakturspalt beziehungsweise im mittleren Drittel des Femurs aufbringen konnte.
Der Abstand der beiden Auflagekanten des Bocks betrug 6 mm und die Geschwindigkeit
des Messstempels 1 mm/min [52]. Die Messung wurde in einem Kraft-Weg-Diagramm
aufgezeichnet und der zu bestimmende Maximalwert der Steigung, welche der
Biegesteifigkeit entspricht, konnte im linearen Bereich des Grafen abgelesen werden.
Die Ergebnisse der verletzten Seite wurden wiederum mit der Biegesteifigkeit der
gesunden Gegenseite ins Verhdltnis gesetzt, sodass zusatzlich die relative
Biegesteifigkeit [%] ermittelt wurde, wodurch der Einfluss interindividueller Unterschiede

der einzelnen Tiere ausgeschlossen werden konnte [52].

5.2.2 Radiologie

Zur Bewertung der knochernen Uberbauung des Bruchspaltes wurde zwei
beziehungsweise funf Wochen postoperativ der Goldberg-Score, unter Anwendung des
Punktesystems nach Goldberg et al. (1985) auf die Rontgenaufnahmen beider Femora
im anterior-posterior Strahlengang (Spannung 26 kV, Belichtungszeit 10 s) (MX-20 -
Faxitron X-ray Corporation Wheeling, USA; Faxitron Sr 1.4.1 - Faxitron X-ray
Corporation) angewendet [32] (Tabelle 3).
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Score Bedeutung

0 Ausbleibende knécherne Uberbauung
1 Partielle knécherne Uberbauung
2 Vollstandige knécherne Uberbauung

Tabelle 3: Schlussel Goldberg-Score

Abbildung 19: Rontgenbild fur Goldberg-Score, links: frakturierter Knochen, rechts: gesunder Knochen

5.2.3 Computertomographie

Mittels Computertomographie (Skyscan High-resolution in-vivo x-ray microtomograph,
Bruker CT SkyScan Serie 1176, RJL Micro&Analytic GmbH, Karlsdorf-Neuthard,
Deutschland) wurden die rechten Femora in 9 ym messenden Schichten gescannt
(Réhrenspannung: 50 kV; Stromstéarke: 200 pA,; Intervalle: 0,4°; Expositionszeit: 2.400
ms; Filter: 0,5 mm Aluminium) und als Bilder in dreidimensionalen Arrays rekonstruiert
und abgespeichert [55,90]. Anschlie3end wurde in den betreffenden axialen Schnitten
manuell der Kallus als ,Region of interest* (ROI) markiert, woraus das verwendete
Programm (CTAnalyser, Bruker, Billerica, MA, USA) ein Volumen (,Volume of interest*
— VOI) berechnete. Anhand vordefinierter Schwellenwerte konnte der CTAnalyser
(Bruker, Billerica, MA, USA) eine Separierung von Weichgewebe und Knochen

durchfihren und folgende Kallusparameter analysieren:
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* Knéchernes Gesamtvolumen [mm?] (Bone Volume, BV)

» Gesamtkallusvolumen [mm?] (Tissue Volume, TV)

+ Anteil des Knochenvolumens am Gesamtkallusvolumen [%] (BV/TV)
* Trabekeldicke [mm] (Trabecular thickness, TbTh)

* Trabekelabstand [mm] (Trabecular separation, TbSp)

* Trabekelanzahl [1/mm] (Trabecular number, TbN)

5.2.4 Histomorphometrie

Nach Abschluss der biomechanischen und radiologischen Analyse der Knochen, wurden
diese fir die histomorphometrische Untersuchung vorbereitet. Dazu wurden die Kochen
im ersten Schritt fir 24 Stunden in einer 4%igen Formalinlésung (Carl Roth, Karlsruhe)
fixiert und im Anschluss mit Hilfe einer 10 %-igen Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-
Losung entkalkt. Dieser Prozess dauerte 14 Tage und fand bei einer konstanten
Temperatur von 4 °C statt. Nach Entkalkung konnte dem Knochen durch jeweils
einstundige Bader in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je eine Stunde in 70 %, 80 %, 90
% + vier Stunden in 100 % Alkohol) das Wasser entzogen werden. Damit sich im
Anschluss die nun wasserfreien Areale mit Paraffin fullen konnten, mussten die
Praparate drei Stunden in Xylol eingelegt und so paraffingdngig gemacht werden. Im
letzten vorbereitenden Schritt wurden die Knochen fir eine Stunde in hei3es Paraffin
gebettet. Dem entstandenen Paraffinblock wurde im Bereich des groften
Kallusdurchmessers in longitudinaler, sagittaler Richtung 2 upm dicke Schnitte
entnommen, welche einer Safranin O-Farbung zugefiihrt wurden. Diese Farbung verlauft

nach folgenden Schritten und in der genannten Reihenfolge:

- Eisenhamatoxylin nach Weigert: 1 Minute

- Spilung mit destilliertem Wasser

- Differenzieren in Salzsaure-Alkohol

- Blauen in Leitungswasser: 5 Minuten

- Spilung mit destilliertem Wasser

- Benetzen mit 0,02 % Fast Green: 4 Minuten
- Spilung mit 1 % Essigsaure

- Benetzen mit 0,1 % Safranin O: 5 Minuten

- Entwéasserung mit 90 % Alkohol

- Spilung mit Xylol

- Eindecken mit Deckgléaschen
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Diese  Farbung dient der Analyse des  Frakturareals auf seine
Gewebezusammensetzung sowie der Vermessung des Kallus auf seine Flache und
seinen Durchmesser. Dabei lassen sich die Gewebetypen anhand ihrer Farbe wie folgt

differenzieren:

- Knochen - turkis
- Bindegewebe -> farblos bis blass rosa
- Knorpel - rot

- Zellkerne - schwarz

Abbildung 20: Safranin-O-Farbung in longitudinaler, sagittaler Schnittfiihrung; A: Knochen, B:
Bindegewebe, C: Knorpel

Um eine quantitative Messung durchfihren zu kénnen, wurden die histologischen
Préaparate mithilfe des Keyence BioZero BZ8100 Fluoreszens-Mikroskops (Keyence
Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) bei 1,25-facher Vergrof3erung
digitalisiert (Zeiss Axio Vision 3.1 und Zeiss Axio Cam — Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) und in das Bildbearbeitungsprogramm ImageJ (ImageJ Analysis System,
U.S. National Institute of Health, Bethesda, USA) eingespeist. Mit Hilfe dessen konnten
folgende Werte erhoben werden:

- Durchmesser des Femurs auf Hohe des Frakturspaltes (BDm) [mm]
- Durchmesser des Kallus auf Héhe des Frakturspaltes (CDm) [mm]
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- Flache des periostalen Kallus [mm?]

- Flache des kndchernen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?]

- Flache des knorpeligen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?]

- Flache des bindegewebigen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?]

Diese Werte wurden analog dem von Gerstenfeld et al. (2005) beschriebenen Prinzip in
folgenden Rechnungen eingefiigt und zu den statistisch ausgewerteten Zielwerten
verarbeitet [31]:

_ Kallusdurchmesser (CDm)
Femurdurchmesser (BDm)

x= Knochenflache innerhalb der Kallusregion (TOTAr) [‘V ]
Gesamtkallusflache (CAr) °

X= Knorpelflache innerhalb der Kallusregion (CgAr) [0/ ]
Gesamtkallusflache (CA) °

Y= Bindegewebsflache innerhaltider Kallusregion (FTAr) [%]
Gesamtkallusflache (CAr)

Um den histologischen Fortschritt der Frakturheilung quantifizieren zu kénnen, wurde
der Histoscore angewandt [25]. Bei diesem wird fiir die obere und die untere Kallushalfte
jeweils anhand der Flachenverteilung die anteilsmalig dominanteste Gewebeart
bestimmt, entsprechend mit Punkten bewertet und die Summe beider Zahlen gebildet.
Macht Knochengewebe den grof3ten Prozentsatz des Kallus aus, so wird dieser mit zwei
Punkten bewertet, fir Knorpel gibt es einen Punkt und liegt primar nur Bindegewebe vor,
so gibt es null Punkte. Somit liegt die Mindestpunktzahl des Histoscores fir einen

Knochen bei null Punkten und die maximale Punktzahl bei vier Punkten.

5.2.5 Biochemie / Western Blot

Da der knorpelige Kallus sich bereits in der dritten Woche der Frakturheilung durch
Umbauprozesse stark zuriickbildet und somit dessen Menge abnimmt, wurden die
Proben fur die Western Blot-Analysen bereits zwei Wochen nach der Operation
entnommen [37]. Nach funf Wochen war die Frakturheilung so weit fortgeschritten, dass
der Kallus bereits mineralsiert und verkndchert war. Da der Fokus der vorliegenden
Arbeit auf dem Prozess der Frakturheilung und insbesondere auf den friihen Phasen
beruhte, wurde auf eine Untersuchung der exprimierten Proteine an der Frakturstelle
nach funf Wochen verzichtet. In dieser Studie wurde die Expressionsmenge folgender
Proteine analysiert: BMP-2, BMP-4, VEGF, CD31, PCNA, Cyr61, OPG, RANKL, RUNX2
und PI3Ks. Zur Gewinnung der Untersuchungsproben wurden die Versuchstiere in
Narkose getotet und ausschlieBlich das operierte Femur explantiert. AnschlieRend

wurden Weichteilgewebsreste vom Praparat entfernt und der Kallus sauberlich an der
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Frakturstelle abgetragen. Das gewonnene Material musste danach unmittelbar mit Hilfe
von Flussigstickstoff tiefgefroren und bis zur Untersuchung bei -80 °C gelagert werden.
Um das Kallusgewebe fir den Western Blot aufzubereiten, war zuerst eine
Homogenisierung mithilfe eines Lysepuffers (Mengenangaben fur 10 ml: 100 pl
Tromethamin 1 M, pH 7,5; 20 pl NaCl 5 M; 4 pl EDTA 250 mM; 500 pl Triton-X-100 10
%; 50 pl NaNs mit Aqua destillata auf 10 ml aufgefillt (circa 500 pl pro 100 mg
Probengewebe) mit PMSF 100 mM im Verhéltnis 1:500 zum Endvolumen sowie
Protease-Phosphatase-Inhibitor-Cocktail Cell-Signaling 5.872 im Verhaltnis 1:100 zum
Endvolumen) fir 20 Sekunden auf Eis homogenisiert (Miccra Mini Batch Homogenisator,
Miccra GmbH, Heitersheim, Deutschland) nétig. Im Anschluss folgte eine 30-mintige
Inkubation auf Eis. Danach wurde die Probe bei 4 °C mit 16.000 Umdrehungen/min flr
30 Minuten zentrifugiert. AbschlieBend erfolgte eine Uberfiihrung der Lysatprobe in ein

neues Reagenzgefal3, welches dann bei -20 °C auf Eis gelagert werden konnte.

Zur Durchfihrung des Western Blots wurde ein Teil dieses Proteinlysats unter
Zuhilfenahme des Probenpuffers nach Laemmli denaturiert und anschlielend zur
diskontinuierlichen Auftrennung auf einem Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel
aufgebracht (pro Bahn 5 ug Protein). Die entstandenen Banden wurden danach mithilfe
einer angelegten Spannung auf Polyvinylendifluorid-Membranen geblottet und die
nichtspezifische Bindungsseite der Membran mit Milchpulver blockiert. Es folgte eine

Inkubation mit den im Anschluss aufgelisteten Antikorpern:

- BMP-2 und BMP-4: Ziegen-IgG Antikdrper (Human BMP-2/BMP-4 Antibody R&D
AF355, 0,1 ug/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA)

- CD31: Hasen-lgG Antikorper (Cell signaling 77699, 1:1.000, Cell Signaling
Technology Europe B.V., Frankfurt am Main, Deutschland)

- Cyr61: Schaf-IgG Antikorper (R&D AF4055, 1 ug/ml, R&D Systems)

- OPG: Ratten-IgG Antikoérper (OPG MAB4591 Monoclonal Antibody, 1 pg/ul, R&D
Systems)

- PCNA: HRP Mause-IgG Antikorper (HRP-conjugated PCNA Monoclonal
antibody Proteintech HRP-60097, 1.000 pg/ml, Proteintech Germany GmbH,
Planegg-Matrtinsried, Deutschland)

- PI3K: Ziegen-IgG Antikorper (R&D AF2998, 1 pg/ml, R&D Systems)

- RANKL: Hasen-lIgG Antikérper (Anti-sRANKL antibody ab62516, 0,25-0,5 pg/ml,
Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich)

- Runx2: Hasen-IgG Antikorper (Anti-RUNX2 antibody [EPR22858-106] - ChIP
Grade, 1/1.000, Abcam, United Kingdom)

- VEGF: Hasen-lgG Antikorper (Anti-VEGFA antibody ab46154, 1 ug/ml, Abcam,

United Kingdom)
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Auf die Inkubation mit den Priméarantikorpern folgte die Aufbringung der entsprechenden
Sekundarantikorper:

- goat-a-rabbit IgG HRP (HAF008, 1:500, R&D Systems, USA)

- goat-a-mouse IgG HRP (P0447, 1:1.500, Dako Agilent Technologies, USA)
- rabbit-a-goat IgG HRP (P0449, 1:1.000, Dako Agilent Technologies, USA)

- rabbit-a-sheep IgG HRP (P0163, 1:1.000, Dako Agilent Technologies, USA)
- goat-a-rat IgG HRP (HAF005, 1:500, R&D Systems, USA)

B-Actin (Sc-47778 B-Aktin HRP, 1:1.000, 1,5 Stunden Raumtemperatur, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) diente als Kontrolle fur die korrekte Beladung
der Western Blots. Um die Proteinmengen optisch auswerten zu kdnnen, wurde
Chemilumineszenz (Luminol-enhanced Chemiluminescence (ECL), GE Healthcare
Amersham, Freiburg, Deutschland) zur Detektion genutzt. Um diese auszuwerten,
wurden pro Membran je 250 pl ECL-Detection-Reagenz 1 und 2 (Clarity Luminol
Substrate, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) miteinander vermengt
und aufpipettiert. Es folgte eine Inkubationszeit von einer Minute und die anschlielende
Darstellung der Lichtemission im ChemoCam Imager (Intas Science Imaging
Instruments GmbH, Géttingen, Deutschland), wobei die Target-Intensitatspixel (TIP) als
Schlusselmald fir die Proteinquantifizierung dienten. Diese Einheit kombiniert die
Intensitat und Position der nachgewiesenen Proteine auf dem Blot in Pixeln. Mithilfe der
oben genannten Bildanalysesoftware wurde die Gesamtintensitit des Zielproteins
bestimmt und mit einem Korrekturfaktor multipliziert, um Unterschiede in der Beladung
der Taschen zu kompensieren. Diese Korrektur ist bei der Nennung der TIP in den

Ergebnissen automatisch mit enthalten und wird daher nicht gesondert ausgezeichnet.

5.3 Statistik

Fur die Berechnung aller statistischen Werte kam das Programm SigmaPlot 13.0 (Systat
Software, Inc., San José, USA) zur Anwendung. Um die statistischen Daten anzugeben,
wird in dieser Arbeit stets der Mittelwert (MW) + Standardfehler (SEM) angegeben. Fir
den Vergleich von Gruppen kam die Testung auf Normalverteilung (Kolmogorov-
Smirnov-Test) sowie die Untersuchung der Varianzengleichheit (F-Test) mit
anschlieendem Student’s t-Test zum Einsatz. Lag keine Normalverteilung vor, so
wurde statt des Student’s t-Tests der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Als signifikant

gilt in dieser Arbeit ein Unterschied ab einem p-Wert von kleiner 0,05.
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6 Ergebnisse

6.1 Biomechanik

Die absolute Biegesteifigkeit in der Clopdiogrel-Gruppe war in Bezug auf den absoluten
Mittelwert zwei Wochen postoperativ etwas niedriger als in der Kontrollgruppe, jedoch
nicht signifikant (3,5 = 0,9 N/mm vs. 4,7 + 1,6 N/mm) (Abbildung 21). Diese nicht
signifikante Tendenz findet sich auch bei der relativen Biegesteifigkeit wieder (3,0 £ 0,8
% vs. 5,2 + 2,2 %) (Abbildung 22).

Funf Wochen postoperativ zeigte sich weiterhin zwischen den beiden Gruppen kein
signifikanter Unterschied, wenngleich auch hier die Femora der mit Clopidogrel
therapierten Mause sowohl absolut (24,7 £ 12,85 N/mm vs. 43,0 = 9,0 N/mm) als auch
relativ (20,6 + 11,2 % vs. 38,7 £ 8,5 %) tendenziell eine geringere Biegesteifigkeit
aufwiesen (Abbildung 21, Abbildung 22).

Die gesunden Femora der Gegenseite wiesen zwischen der Clopidogrel- und der
Kontrollgruppe weder nach zwei (121,4 £ 9,6 N/mm vs. 117,1 + 13,2 N/mm), noch nach
funf Wochen (130 + 13,7 N/mm vs. 117,0 + 9,4 N/mm) einen Unterschied auf, sodass
sich kein Anhalt auf systemische Wirkungen durch Clopidogrel auf das murine Skelett
ergab (Abbildung 23).

A B
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40 +
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Biegesteifigkeit absolut [N/mm)]
Biegesteifigkeit absolut [N/mm]

.

Clopidogrel Kontrolle

Clopidogrel Kontrolle

Abbildung 21: Absolute Biegesteifigkeit zwei (A) und funf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abbildung 22: Relative Biegesteifigkeit zwei (A) und finf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abbildung 23: Absolute Biegesteifigkeit gesunde Femora zwei (A) und funf (B) Wochen postoperativ.
MW + SEM.

6.2 Radiologie

Der Goldberg-Score zwei Wochen postoperativ ergab in beiden Gruppen geringe Werte
als Zeichen der partiellen knéchernen Durchbauung ohne signifikanten Unterschied

zwischen der Clopidogrel- und der Kontrollgruppe (0,6 + 0,2 versus 0,8 £ 0,2) (Abbildung
24).

Funf Wochen postoperativ zeigten sich die Frakturspalten beider Gruppen radiologisch
nahezu verheilt, wobei auch hier kein signifikanter Unterschied nachweisbar war (1,4
0,5vs. 1,8 £ 0,5) (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Radiologische Auswertung des Goldberg-Scores zwei (A) und finf (B) Wochen
postoperativ. MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

6.3 Computertomographie

Zwei Wochen postoperativ betrug das Knochenvolumen der Clopidogrel-Gruppe 7,5 *
0,8 mm3 und in der Kontrollgruppe (6,1 = 1,5 mm3, p > 0,05) (Abbildung 25). Der relative
Knochenanteil am Kallusvolumen ergab keinen signifikanten Unterschied (BV/TV 50,4 £
7,2% vs. 45,7 + 4,2 %, p > 0,05) (Abbildung 26). Auch die Trabekelzahl (2,0 + 0,1 1/mm
vs. 2,3 £ 0,4 1/mm, p > 0,05) (Abbildung 27), der Trabekelabstand (0,5 £ 0,02 mm vs.
0,48 £ 0,07 mm, p > 0,05) (Abbildung 28) und die Dicke der Trabekel (0,092 + 0,008 mm
vs. 0,093 £ 0,007, p > 0,05) (Abbildung 29) waren nach zwei Wochen bei beiden
Gruppen ahnlich.

Funf Wochen postoperativ ergab die Analyse der CT-Werte ebenfalls keinen
Unterschied zwischen der Medikamenten- und der Kontrollgruppe. Weder das absolute
Volumen noch der relative Anteil des Knochens weicht unter Clopidogrel-Behandlung
von der der Kontrollgruppe ab (BV 7,2 £ 1,4 mm3 vs. 7,1 £ 1,1 mm3, p > 0,05; BV/TV
50,4 +7,2% vs. 45,7 £ 4,2 %, p > 0,05) (Abbildung 25, Abbildung 26). Ein analoges Bild
zeichnen die Trabekelparameter, welche in beiden Versuchsgruppen vergleichbare
Werte aufwiesen (TbN 3,0 £ 0,3 I/mm vs. 2,6 £ 0,3 1/mm, p > 0,05; ThSp 0,23 £ 0,04
mm vs. 0,3 £ 0,04 mm, p > 0,05; TbTh 0,17 + 0,02 mm vs. 0,18 £ 0,01 mm, p > 0,05)
(Abbildung 27 - 22).
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Abbildung 25: Absolutes Knochenvolumen im Kallus zwei (A) und finf (B) Wochen postoperativ. MW +
SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 26: Relativer Knochenanteil am Kallusvolumen zwei (A) und funf (B) Wochen postoperativ.
MW + SEM.
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Abbildung 27: Trabekelanzahl zwei (A) und finf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abbildung 28: Trabekelabstand zwei (A) und fiinf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abbildung 29: Trabekeldicke zwei (A) und finf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.

6.4 Histomorphometrie

Die Gesamtkallusflache der Proben beider Gruppen ergaben zwei Wochen postoperativ
keinen signifikanten Unterschied (11,9 £ 1,0 mmz2 vs. 10,3 £ 1,1 mmz, p > 0,05). Funf
Wochen postoperativ waren die Proben der Clopidogrel- und der Kontrollgruppe
ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich bei typischen Anzeichen eines Remodeling-

Prozesses (5,5 + 0,8 mm2 vs. 5,0 + 0,7 mmz, p > 0,05) (Abbildung 30).

Die Analyse der prozentualen Verteilung der Gewebearten am Kallus ist nach einem
Beobachtungszeitraum von zwei Wochen weder fur Knochen (21,5 £+ 3,4 % vs. 29,6 +
4,7 % p > 0,05) (Abbildung 31, A), Knorpel (17,9 + 5,3 % vs. 19,8 + 6,7 %, p > 0,05)
(Abbildung 32, A) oder Bindegewebe (60,6 = 7,1 % vs. 50,6 + 6,5 %, p > 0,05) (Abbildung

33, A) signifikant verschieden zwischen einer Behandlung mit Clopidogrel oder einem
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Vehikel. Jedoch findet sich bei der Analyse des relativen Knochenanteils eine Tendenz
dahingehend, dass in der Clopidogrel-Gruppe Kallus mit weniger Knochen zu Gunsten
eines hoheren Bindegewebeanteils als bei der Kontrollgruppe vorliegt (Abbildung 31, A,
Abbildung 33, A). Funf Wochen postoperativ bestatigen sich die Tendenzen der 2-
Wochen-Tiere. Nach dieser Zeit ist der prozentuale Knochenanteil am Kallus der
Clopidogrel-behandelten Mause signifikant geringer als der Anteil bei den
entsprechenden Kontrolltieren (37,7 + 4,5 % vs. 56,8 £ 4,9 %, p < 0,05) (Abbildung 31,
B). Der Bindegewebsanteil bei der Medikamentengruppe ist im Vergleich zur
Kontrollgruppe vice versa signifikant erhoht (55,4 £ 4,1 % vs. 42,5 + 5,0 %, p < 0,05)
(Abbildung 33, B). Bei Betrachtung des Knorpelanteils findet man bei den mit Clopidogrel
behandelten Tieren leicht hohere Werte als bei den Mausen, die ein Vehikel erhielten,
jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant (6,9 £ 2,9 % vs. 0,7 = 0,4 %, p > 0,05)
(Abbildung 32, B).

Die Werte des Histoscores der Clopidogrel-Gruppe sind zwei Wochen postoperativ mit
0,2 £ 0,1 signifikant niedriger als die ihrer Vergleichsgruppe (1,4 + 0,5) (Abbildung 34,
A). Nach funf Wochen ist der Unterschied im Histoscore nicht mehr signifikant, behalt
seine Tendenz jedoch bei (1,6 £ 0,4 vs. 3,0 £ 0,5) (Abbildung 34, B).
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Abbildung 30: Gesamtkallusflache zwei (A) und funf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abbildung 31: Knochenanteil am Gesamtkallus zwei (A) und finf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
* p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 32: Knorpelanteil am Gesamtkallus zwei (A) und funf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abbildung 33: Bindegewebsanteil am Gesamtkallus zwei (A) und fiinf (B) Wochen postoperativ. MW +
SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 34: Histoscore zwei (A) und fiinf (B) Wochen postoperativ. MW + SEM. * p < 0,05 vs.
Kontrolle.

6.5 Biochemie / Western Blot

Der Wachstumsfaktor RANKL wurde in den Frakturen der Clopidogrel-Gruppe
geringflgig, jedoch nicht signifikant weniger exprimiert als in der Kontrollgruppe (21,4 x
103+ 2,3 x 103 TIP vs. 26,7 x 103 + 5,8 x 103 TIP) (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Expression von RANKL zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen
(B). MW + SEM.

OPG war tendenziell in Proben der Kontrollgruppe mehr exprimiert, zeigt jedoch im
Vergleich der beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied (82,5 x 103 £ 17,7 x 103
TIP vs. 95,4 x 103 + 84,4 x 103 TIP) (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Expression von OPG zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen (B).
MW + SEM.

Die Ausschuttung des Zellproliferation-steuernden Proteins RUNX2 wurde durch die
Gabe von Clopidogrel im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht verandert (20,2 x 103 + 2,6
x 103 TIP vs. 22 x 103 + 4,9 x 102 TIP) (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Expression von RUNX2 zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen
(B). MW + SEM.

Im Kallus der Mause, die Clopidogrel verabreicht bekamen, fand sich eine héhere Menge
des Osteogenesefaktors BMP-2 als bei den Kontrolltieren, jedoch in einem nicht

signifikanten Mal3 (140,7 £ 22,0 TIP vs. 90,5 + 14,8 TIP) (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Expression von BMP-2 zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen

(B). MW + SEM.

Die Expression von BMP-4 ist bei der

Medikamentengruppe verglichen zur

Kontrollgruppe signifikant vermindert (6,7 x 103+ 1,9 x 103 TIP vs. 16,0 £ 1,7 x 103 TIP)

(Abbildung 39).
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Abbildung 39: Expression von BMP-4 zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen

(B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Eine nahezu identische Ausschittung im Kallusgewebe beider Gruppen findet sich bei
dem angiogenen Wachstumsfaktor Cyr61 (89,7 x 103 + 8,9 x 103 TIP vs. 88,1 x 103 +

13,1 x 10 TIP) (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Expression von Cyr61 zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen
(B). MW + SEM.

Im Kallus der Clopidogrel-Gruppe ist die Menge des gemessenen PCNAs im Vergleich
zu der Menge in der Kontrollgruppe geringfiigig vermindert, jedoch nicht signifikant (93,7
x 108+ 12,7 x 103 TIP vs. 113,2 x 103 + 24,2 x 103 TIP) (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Expression von PCNA zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen
(B). MW + SEM.

Das Adhéasionsmolekil CD31 ist in seiner Expression in der Gruppe, welche mit
Clopidogrel therapiert wurde, signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe (189,6 x
103+ 11,1 x 103 TIP vs. 127,9 x 103 + 23,6 x 103 TIP) (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Expression von CD31 zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen
(B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Die Menge des Wachstumsfaktors PI3K ist zwar geringer als bei den
Kontrolltieren, zeigt statistisch jedoch keine Signifikanz (88,7 x 103 + 11,6 x 103
TIP vs. 132,3 x 103 + 22,1 x 103 TIP) (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Expression von PI3K zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen (B).
MW + SEM.

Der angiogene Marker VEGF wurde in den Kallusgeweben von Tieren beider
Vergleichsgruppen in nicht signifikant unterscheidbarem Ausmald exprimiert

(20,2 x 103 + 2,6 x 10% TIP vs. 22,3 x 10° + 4,9 x 103 TIP) (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Expression von VEGF zwei Wochen postoperativ (A) mit Blots der jeweiligen Gruppen
(B). MW + SEM.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion der Methoden

Um die Prinzipien der Frakturheilung zu untersuchen, gibt es verschiedene
grundlegende Ansatze, welche wiederum auf unterschiedliche Weisen umgesetzt
werden kdnnen. Neben dem in dieser Studie gewahlten in vivo-Tierversuch kénnen auch
in vitro-Versuche an Zellkulturen durchgefiihrt oder klinische Falle analysiert werden
[2,101]. Jede dieser Methoden hat Vor- und Nachteile. So kénnen in vitro-Versuche auf
menschliche Zellen zurlickgreifen und damit speziesbezogene Unterschiede vermeiden
[99]. Jedoch sind hier die bendtigten Zellen fir entsprechende Zellkulturen teils schwer
zu isolieren und die Untersuchungsmoglichkeiten auf Histologie und Biochemie limitiert.
Funktionelle und systemische Analysen zu den Auswirkungen eines Medikaments auf

einen Organismus sind hierbei nicht mdglich [23].

Werden Untersuchungen an Menschen durchgefuhrt, ist in der Regel eine
Beschrankung auf retrospektive klinische Daten gegeben, wobei bei Versuchen am
Menschen auch stets ethische Belange zu beachten sind — insbesondere wenn
prospektive Ansatze verfolgt werden [70]. Der Beobachtungszeitraum erstreckt sich oft
tber Jahre, was den Aufwand fur klinische Studien erheblich erhdht. Allerdings wird
dieser Nachteil aufgrund der speziesinternen direkten Ubertragbarkeit auf den klinischen

Behandlungsalltag relativiert. [69].

Tierexperimentelle Studien an Mausen erlauben eine verhaltnismafig hohe Anzahl an
Versuchstieren, jedoch ist diese im Vergleich zu klinischen Kohorten-Studien, welche
viele Tausend Patienten einschlieen kdnnen, gering. Trotzdem stellt das angewandte
Tiermodell gerade in der Grundlagenforschung einen Kompromiss zwischen
Zellversuchen in vitro und klinischer Anwendung am Menschen dar, da es sowohl
Beobachtungen am lebenden Objekt als auch auf Zellebene erlaubt. Somit I&sst sich der
gesamte Heilungsprozess abbilden, statt der alleinigen Beurteilung entkoppelter
zellularer Einzelsysteme bei in vitro-Experimenten. Zusétzlich sind
histomorphometrische und biochemische Untersuchungen post mortem maoglich, welche
bei klinischen Versuchen nicht zu realisieren sind. Zudem ist das Spektrum an
Analysemdglichkeiten breiter als bei Studien am Menschen. So kénnen die Knochen der
Versuchstiere zum Beispiel biomechanischen Testungen unterzogen werden.
Unterschiede hinsichtlich der Frakturheilung oder dem anatomischen Aufbau zwischen

den verschiedenen Spezies und dem Menschen limitieren die klinische Ubertragbarkeit
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der erzielten Studienergebnisse [129]. Es ist mdglich, dass eine grolRere Anzahl an
Versuchstieren in der vorliegenden Studie statistische Auswirkungen gehabt hétte. Die
Anzahl an Versuchstieren orientierte sich jedoch an vorangegangenen Studien und ware
in groRBerer Zahl ethisch kaum vertretbar gewesen [46,114].

Das Spektrum tierexperimenteller in vivo-Studien ist breit gefachert, weshalb die Wahl
des optimalen Versuchaufbaus das Einbeziehen multipler Variablen in den

Entscheidungsprozess erfordert.

Als Versuchstier wurde bei dieser Studie die Maus gewahlt, da sie leicht verfligbar,
kostenglinstig und platzsparend in der Haltung ist, was eine groRere Studienpopulation
erlaubt als bei Grofdtieren wie beispielsweise den Schafen. Auch die vollstandige
Entschlisselung des murinen Genoms und die Verflugbarkeit verschiedenster
transgener Stamme sowie spezifische molekulargenetische Antikérper sind von grof3em
Vorteil [105]. Allerdings limitiert die Anatomie der Maus die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen, denn anstelle des im humanen Knochen vorkommenden
und fir die Regeneration von Frakturen bedeutsamen Havers-Systems bilden
Mauseknochen sogenannte Resorptionshdhlen, welche von Osteoblasten im
Heilungsverlauf besiedelt und so verschlossen werden [83]. Dennoch liberwiegen aus
Sicht der Studienverantwortlichen die genannten Vorteile gegeniiber den Nachteilen bei

Verwendung der Maus als Versuchstierart.

Nach der Entscheidung fir die Versuchstierart Maus ist die Wahl des genauen
Frakturmodells von entscheidender Bedeutung. Ein Frakturmodell schliisselt sich auf in
die Technik der Frakturerzeugung, die Lokalisation der Fraktur und die Methode der
anschlielRenden Stabilisation [45]. Fur Ersteres stehen primar zwei Moglichkeiten zur
Wahl; zum einen die in dieser Studie angewandte und von Bonnarens et al. (1984)
entwickelte geschlossene Frakturierung per stumpfer Guillotine und zum anderen eine
offene Durchtrennung des Knochens mit Hilfe eines Sagedrahtes oder Frase [36]. Die
geschlossene Technik Uberzeugt durch eine geringere Invasivitat und eine schnellere
Frakturheilung, ist jedoch nicht so prazise wie eine offene Osteotomie beziehungsweise
Frakturierung [36,61]. Als Lokalisation fur eine Fraktur wird in den meisten Modellen, in
Anlehnung an die Technik von Hiltunen et al., die Tibia ausgewahlt, da diese
verhaltnismafig grold ist und durch die Verbindung mit der Fibula bereits ohne eine
operative Schienung relativ stabil gehalten werden kann [42,68]. lhr dreieckiger
Querschnitt ist jedoch weniger gut fir mechanische Analysen, wie zum Beispiel
Biegetests geeignet, da diese lediglich bei zylindrischen Knochen, wie beispielsweise
dem Femur, standardisierbare Werte erzeugen [68]. Das gleiche Problem hinsichtlich

der Verwendung fir biomechanische Prifungen trifft auch auf Rippenknochen zu, die
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vorwiegend fir die Untersuchung genetischer Expressionen wahrend des Verlaufs der
Frakturheilung verwendet werden. Infolgedessen erweist sich das Femur als optimal
geeignet fur das Frakturmodell dieser Studie. Zur Frakturstabilisierung orientiert sich
diese Studie an dem Frakturmodell von Holstein et al. aus dem Jahr 2009, welches eine
intramedullare Zugschraube (MouseScrew™) zur rotationsfreien und achsstabilen
Bruchversorgung nutzt [52]. Die MouseScrew™ stellt einen effektiven Kompromiss dar
zwischen einer hohen Stabilitat der Fraktur und einer minimalen Invasivitat. Die einzige
Mdoglichkeit, umliegendes Gewebe noch weniger zu schadigen, ware, ganz auf eine
operative Frakturversorgung zu verzichten, wodurch jedoch keinerlei standardisierte
Ergebnisse aufgrund unkontrollierter Bewegungen im Frakturspalt erzielbar waren [21].
Eine Stabilitat, die Gber die der MouseScrew™ hinaus geht, kann nur durch ein hdheres
Mal? an Weichteilschadigung verbunden mit einem groReren Infektionsrisiko erzielt
werden. Exemplarisch daflr ist der Fixateur externe, welcher durch einen offenen
Zugang zum Knochen Uber einen groRen lateralen Schnitt durch das gesamte

Weichgewebe des Oberschenkels angebracht wird [98].

Um den Medikamenteneinfluss méglichst differenziert abbilden zu kénnen, wurden zwei
unterschiedliche Beobachtungszeitrdume fir die Studie gewahlt. Bei Mausen wird
aufgrund der im Vergleich zum Menschen beschleunigten Frakturheilung das Maximum
an Kallusgewebe bereits am 14. postoperativen Tag erreicht, anstatt nach mehreren
Wochen bis Monaten [42,68,80]. Somit ist ein Zeitpunkt von zwei Wochen zur
Beurteilung der Friihphase der Frakturheilung sowie fiir die Entnahme von Proben zur
biochemischen Analyse von Wachstumsfaktoren gut geeignet. Nach vier Wochen ist die
urspriingliche Steifigkeit zu etwa 75 % wiederhergestellt und das Kallusgewebe fast
vollstandig zurlckgebildet, womit die Frakturheilung in ihre Spatphase tbergeht. Der
zweite  Auswertungszeitpunkt wurde entsprechend dem Muster zahlreicher
vorangegangener Studien auf das Ende der finften postoperativen Woche festgelegt,
um die Fraktur in ihrer Spatphase zu untersuchen, da die Heilungsphase durch die

induzierte Ischamie potenziell verlangert sein kénnte [13,46-48,89,114].

Eine Ischamie des rechten Hinterlaufes der Mause soll die Frakturheilung erschweren,
ohne dabei die Vitalitat der gesamten Extremitat zu gefahrden. Aus diesem Grund wurde
sich gegen die etablierte Technik nach Tang et al. entschieden, bei welcher es durch die
Resektion der proximalen A. femoralis zwischen Leistenband und poplitealer Bifurkation
zu einer verzogerten Frakturheilung kommt [67,120]. Zuséatzlich traten im Verlauf der
Versuchsreihe von Tang et al. gehauft postoperative Wundheilungsstérungen und
Nekrosen im gesamten Beinbereich auf [67]. In der vorliegenden Studie wurde daher
statt einer schweren Ischamie die Methode nach Menger et al. verwendet [74]. Diese

Methode erzeugt eine milde Ischamie durch die doppelte Ligatur der A. profunda femoris,
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die hauptséchlich den Femurschaft und die mediale Oberschenkelmuskulatur betrifft,
ohne eine Unterversorgung der gesamten Extremitat zu provozieren, wodurch deutlich
weniger Komplikationen, wie Gangbildveranderungen, Wundheilungsstorungen und
Nekrosen entstehen, als in Folge einer schweren Ischamie nach Resektion der
Femoralarterie [74]. Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit des angewandten
Ischamiemodells mit der menschlichen pAVK, welche mit Hilfe dieses Eingriffes
nachgeahmt werden soll, besteht die Limitation, dass diese Operation eine akute
Ischamie erzeugt, welche die langfristigen Auswirkungen einer chronischen
Minderperfusion nicht vollstandig abbilden kann. Dennoch ist der lokale ischamische
Effekt bei der gewahlten Ligatur gro3 genug, um eine krankhafte, pAVK-ahnliche
Durchblutungssituation zu konstruieren, da die A. profunda femoris nach diesem Eingriff
nur in sehr geringem Mal3 Kollateralen ausbildet. Damit eignet sich diese Methode im
Vergleich zu dem Modell von Tang et al. insgesamt deutlich besser, um die gewtinschte

Klinik zu reprasentieren und wurde daher fir die vorliegende Studie bevorzugt.

Da die A. profunda femoris hauptsachlich nur den Femurschaft und die mediale
Oberschenkelmuskulatur versorgt, kann eine milde Ischamie erzeugt werden, die relativ
lokal wirkt, ohne die Versorgung der restlichen Extremitat zu beeintrachtigen [5,62,120].
Als Grundlage fur diese Form der Ischdmieinduktion diente die Studie von Menger et al.,
in der die Auswirkungen einer Resektion der A. femoralis distal des Leistenbandes mit
einer Ligatur der A. profunda femoris verglichen wurden [74]. Dabei konnte gezeigt
werden, dass eine mildere Ischdmie deutlich weniger Komplikationen, wie
Gangbildveranderungen, Wundheilungsstorungen und Nekrosen verursacht, als die
schwere Ischdmie nach Resektion der Femoralarterie. Der lokale ischamische Effekt ist
bei einer Ligatur dennoch grol3 genug, da die A. profunda femoris nach diesem Eingriff

nur in sehr geringem Malf3 Kollateralen ausbildet [5].

Die standardmaRige Clopidogrel-Dosis pro Tag bei Erwachsenen betragt 75 mg, was
bei einem Durchschnittsgewicht der deutschen Bevélkerung tber 18 Jahren von 77 kg,
etwa 1 mg/kg KG entspricht [28,145]. Der zu untersuchende Wirkstoff Clopidogrel wurde
den Mausen der Medikamentenpopulation in der Dosierung 3 mg/kg KG verabreicht.
Dabei wurde sich an anderen Kleintierstudien orientiert, die die Wirkung von Clopidogrel
auf die Frakturheilung untersuchten [115]. Die Studie von Wong et al. zeigt auf, dass
eine Dosis von 3 mg/kg KG bei Kaninchen eine vergleichbare Plattchenhemmung
erzeugt wie 75 mg/Tag beim Menschen [132]. Daher wurde sich in der vorliegenden

Studie fur diese Dosierung entschieden.

Die 20- bis 30-minitige Operation der rechten hinteren Extremitat wurde von den

Mausen gut toleriert, ohne dass es im postoperativen Verlauf zu Infektionen,
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Wundheilungsstorungen, Nekrosen oder Verhaltensauffalligkeiten kam. So kehrten die
Nager bereits ab dem 2.-3. Tag wieder zu ihrem physiologischen Verhaltens- und
Bewegungsmuster zurlick, wodurch es zu einer vollstandigen Belastung des operierten
Femurs kam. Am Ende des Beobachtungszeitraumes von zwei beziehungsweise flinf
Wochen wurden die M&ause narkotisiert und die explantierten Femora radiologisch,
biomechanisch und histologisch analysiert. Einen Sonderfall stellten die Tiere fur die
Western Blot-Analysen dar, da von deren operierten Femora nur der Kallus zur
biochemischen Untersuchung zwei Wochen postoperativ enthommen wurde. Nach funf
Wochen Frakturheilung ist der Remodeling-Prozess weit fortgeschritten und nur wenig
Kallus vorhanden, weshalb zu diesem Zeitpunkt eine Western Blot-Analyse nicht
standardisiert moglich ware und deshalb auf eine Untersuchung funf Wochen

postoperativ verzichtet wurde [81].

Da die biomechanische Testung unmittelbar nach der Explantation des Knochens
erfolgte  und sowohl fir die radiologischen als auch histologischen
Untersuchungsverfahren ein unversehrter Knochen notwendig war, musste ein
zerstorungsfreies Verfahren Anwendung finden. Auf Grund dessen greift diese Studie
auf die bewahrte Technik des 3-Punkt-Biegeverfahrens zuriick. Dieses Verfahren
erlaubte es, ein Kraft-Weg-Diagramm des Knochens aufzuzeichnen, aus welchem die
Biegesteifigkeit abgeleitet werden kann, ohne das Praparat zu schadigen [43]. Eine
Anwendung des 4-Punkt-Biegeverfahrens, das aufgrund der gleichméaRigeren
Kraftverteilung tendenziell zuverlassigere Messwerte liefert, ist bei der geringen
Femurlange der Maus von circa 17 mm nicht moglich [113]. Zusétzliche Informationen
Uber die Belastbarkeit der heilenden Fraktur hatte eine Rotationstestung liefern kdnnen,
jedoch geht diese mit der Zerstérung des Knochens einher, sodass ein deutlich héhere

Anzahl an Versuchstieren nétig gewesen ware [16].

Zur radiologischen Beurteilung der Frakturen kamen sowohl zwei- als auch
dreidimensionale Techniken der Knochendarstellung zur Anwendung. Um den
Fortschritt der Frakturheilung standardisiert quantifizieren zu kénnen und vergleichbar
zu machen, kam bei den anterior-posterior-Réntgenaufnahmen der Goldberg-Score zur
Anwendung, welcher bereits in zahlreichen vorangegangenen Studien zur
Frakturheilung genutzt wurde [32,96,38,46]. Als zusatzliche radiologische Technik zur
Analyse des kndchernen Heilungsfortschritts ermdglicht die Computertomographie eine
vollstandige und objektive Auswertung des Frakturbereichs in 9 ym feinen Schichten.
Dabei kdnnen strukturelle Parameter wie das Kallusvolumen und dessen prozentuale
Aufteilung in Knochen und sonstigem Weichgewebe sowie verschiedene Trabekel-
Eigenschaften untersucht werden [24]. Dafir kommt das Schwellenwertverfahren zum

Einsatz, das eine Differenzierung der verschiedenen Gewebe ermdglicht.
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Um die histomorphometrische Auswertung zu standardisieren wurden alle Schnitte nach
der Methode von Gerstenfeld et al. in longitudinaler, sagittaler Richtung durch die Stelle
des grof3ten Kallusdurchmessers angefertigt und mittels Safranin-O-Féarbung eingeféarbt
[31]. Auf diese Weise kdnnen Parameter wie Kallusdurchmesser und —flache sowie die
verhaltnismaRigen Knochen-, Knorpel- und Bindegewebsanteile der Femora
miteinander verglichen werden. Dies gelang in allen vorliegenden Proben problemlos
und sicherte somit die histologische Auswertbarkeit der Proben als allgemein

anerkannter Goldstandard [31].

7.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, dass die Applikation von
Clopidogrel die Frakturheilung unter Ischamiebedingungen in einem Mausmodell
beeinflusst. Dieser Effekt zeigte sich in Tieren der Clopidogrel-Gruppe im Vergleich zu
Kontrolltieren histomorphometrisch durch einen verminderten Histoscore in der
Frihphase der Frakturheilung, sowie einen verminderten Anteil an Knochengewebe bei
konsekutiv erhohtem Anteil an Bindegewebe finf Wochen postoperativ. Die
biomechanischen und radiologischen Ergebnisse wiesen hingegen keine signifikanten
Unterschiede auf. Dieser negative Effekt durch Clopdiogrel auf die Frakturheilung geht
gemal Western Blot Ergebnisse mit einer verminderten Expression von BMP-4 und
vermehrten Expression von CD31 einher. Die Nullhypothese der vorliegenden Arbeit ist

daher zu verwerfen.

Die Wirkung von Clopidogrel beruht auf der Bindung an den P2Y1,-Rezeptor, welcher
nicht nur auf Thrombozyten zu finden ist, sondern auch auf Osteoblasten und
Osteoklasten exprimiert wird [86]. Vor diesem Hintergrund ist eine Beeinflussung der
Kallusbildung und dessen Remodeling durch Clopidogrel denkbar. Interessanterweise
konnte der Einfluss von Clopidogrel auf den genau orchestrierten Ablauf der
Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen in der vorliegenden Arbeit im Sinne
eines negativen Effektes bestatigt werden. Dies zeigt sich anhand der signifikant
schlechteren Werte im Histoscore zwei Wochen postoperativ. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Erkenntnissen von Syberg et al., welche erstmalig von der Hemmung der
Osteoblasten- und Osteoklastenfunktion durch Clopidogrel in einem in-vitro-Experiment
berichteten [115]. Syberg et al. konnten zudem zeigen, dass Clopidogrel in den
angelegten Zellkulturen eine vermehrte Differenzierung der mesenchymalen

Vorlauferzellen von Osteoblasten zu Adipozyten bewirkt. Ahnlich zeigte sich in der
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vorliegenden Arbeit nach finf Wochen histomorphometrisch ein signifikant geringerer
Anteil an Knochengewebe und ein erhohter Anteil an Bindegewebe an der
Gesamtkallusflache im Sinne eines verzogerten Remodeling-Prozesses unter
Clopidogrel-Einfluss. Dieser negative Einfluss von Clopidogrel auf die Frakturheilung
unter ischamischen Bedingungen zeigt sich tendenziell auch in den biomechanischen
und radiologischen Analysen, weist jedoch hierbei keine signifikanten Unterschiede auf.
Daher fuhrt Clopidogrel am ehesten zu einer Verzdgerung der Frakturheilung im
vorliegenden Modell aufgrund einer gestérten Differenzierung von Osteoblasten,

verhindert die knécherne Konsolidierung jedoch nicht vollstandig.

Eine verminderte Anzahl oder gestorte Differenzierung von Osteoblasten kénnte auch
die signifikant geringere Expression von BMP-4 im Kallus der Clopidogrel-Gruppe
erklaren, da diese Zellen neben Chondrozyten maRgeblich flr die Expression dieses
Wachstumsfaktors im Knochen sind [1]. Die BMP-4-Signallibertragung hat einen
wesentlichen Einfluss auf die Regulation osteoblastarer Funktionen. Zum einen spielt
BMP-4 eine Rolle bei der Differenzierung und Mineralisierung sowie der Produktion von
extrazellularen Matrixproteinen wie Kollagen und Osteocalcin und kann so das
Uberleben von Osteoblasten unter bestimmten Bedingungen verbessern [1,63,118].
Zum anderen stimuliert es die Freisetzung von OPG [116]. Clopidogrel konnte daher in
der vorliegenden Arbeit den BMP-4-Signalweg durch eine Unterbrechung der
osteoblastéaren positiven Rickkopplung sowie die konzentrationsbedingt verminderte
Stimulation der OPG-Synthese negativ beeinflusst haben. Eine genauere Analyse der
Wirkung von Clopidogrel auf den Signalweg von BMP-4 sollte in Folgestudien untersucht

werden.

Neben der Wirkung von Clopidogrel auf die Expression von BMP-4 zeigte sich auch die
Expression von CD31 veréandert. Die Expression von CD31 war in der vorliegenden
Studie im Kallusgewebe von Tieren mit Clopidogrel-Behandlung signifikant erhght. CD31
wirkt bekanntlich sowohl stabilisierend auf bestehende GeféafRe durch Vermittlung von
endovaskularen Zell-Zell-Kontakten als auch angiogen, vor allem in ischamischem
Gewebe [60,91]. Unter physiologischen Perfusionsbedingungen besitzt CD31 das
Potenzial, Uber die vermehrte Bildung von GefalRen in der Zone der
Knochenregeneration, eine Beschleunigung der Knochenbildung zu erwirken [135].
Jedoch spiegelt sich die signifikante erhfhte Ausschittung dieses angioproliferativen

Triggers nicht wie bei Yang et al. (2020) in einer Verbesserung der Frakturheilung wider.

Die erhdhte Expression des angiogenen CD31 und gleichzeitig verminderte Expression
von osteogenem BMP-4 fuhrt im Kallusgewebe von Tieren der Clopidogrel-Gruppe zu

einerm veranderten Verhdltnis von Angiogenese zu Osteogenese zu Gunsten der
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Angiogense. Interessanterweise steht dies im Einklang mit Studien, die den Einfluss des
Verhaltnisses von Angiogenese zu Osteogenese auf die Frakturheilung analysiert haben
[87,90,93]. Orth et al. konnten zeigen, dass ein starker angiogener Reiz durch lokale
Applikation mikrovaskuldrer Fragmente die physiologische Frakturheilung sogar
verhindern kann und in Umkehr die Applikation von Mikropartikeln mit definiertem
Verhaltnis angiogener zu osteogener Wachstumsfaktoren zu Gunsten der Osteogenese
nicht heilende Frakturen (Pseudarthrosen) zur kndchernen Ausheilung bringen kann
[87,90]. Auf Basis eines veranderten Angiogenese / Osteogenese-Verhaltnisses zu
Gunsten der Angiogenese kénnte Clopidogrel in der vorliegenden Studie daher die
histomorphometrisch nachgewiesene Stdrung der Frakturheilung verursacht haben. Die
unterschiedlichen Wirkungen von Clopidogrel auf die fur eine Frakturheilung
essenziellen Prozesse, Angiogenese und Osteogense, spiegeln sich auch in der
kontroversen Diskussion aktueller Literatur wider. So wiesen Lillis et al. bei ihrem in vivo-
Versuch an Kaninchenschadeln positive Einfliisse von Clopidogrel auf die Uberbauung
und Regeneration der erzeugten knéchernen Defekte nach [66]. Im Gegensatz dazu
steht die Studie von Syberg et al., die neben den oben genannten in vitro Ergebnissen
auch in vivo an weiblichen ovariektomierten Mausen negative Auswirkungen von
Clopidogrel auf Knochendichte und Trabekeleigenschaften nachwiesen [115].
Wenngleich eine einheitiche Tendenz zu reduzierter Knochendichte und
Trabekeleigenschaften in der vorliegenden Arbeit erkennbar war, konnte eine
Verschlechterung der radiologischen Parameter in dieser Studie nicht bestatigt werden.
Dies konnte dadurch bedingt sein, dass im Vergleich zu Syberg et al. eine andere
Dosierung der applizierten Medikamentenmenge gewahlt wurde (1 mg/kg KG bei Syberg
et al. vs. 3 mg/kg KG). Zudem konnten die unterschiedlichen Ergebnisse in der aktuellen
Literatur durch den Zeitpunkt der Applikation von Clopidogrel, den Zeitpunkt der
Ischamieinduktion oder den Zeitpunkt der Frakturierung des Knochens bedingt sein.
Wahrend das Modell von Lillis et al. eine normale Perfusion des Knochens sowie die
Medikamentenverabreichung bereits ab einer Woche préaoperativ vorsah, wurde bei dem
gewahlten Modell in der vorliegenden Studie die Ischamie sowie die Fraktur praktisch
gleichzeitig induziert und die Gabe von Clopidogrel am Tag der Operation begonnen
[66]. Hierdurch war die vorherige Ausbildung von Kollateralkreislaufen, die den
Frakturbereich besser versorgen, nicht moéglich und ein regelméaRiger
pharamkologischer Wirkpegel von Clopidogrel setzte zu einem spateren Zeitpunkt im
Prozess der Frakturheilung ein. Diese Faktoren kdnnten den Effekt von Clopidogrel auf
die Frakturheilung unter den genannten Bedingungen entscheidend beeinflusst haben.

Folgestudien mit unterschiedlichen Applikationszeitpunkten und dosisabhéngigen
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Untersuchungen von Clopidogrel auf die Frakturheilung sollten daher diese Ansatze

genauer untersuchen.

Die Wirkung von Clopidogrel auf die Knochenstabilitat beim Menschen wurde auch von
einer danischen Kohortenstudie an uber 300.000 Schlaganfallpatienten klinisch
untersucht [57]. Bei teilnehmenden Personen, die Clopidogrel in geringer Dosis
einnahmen (zwischen 79 % und unter 10 % der nach WHO definierten Tagesdosis von
75 mg), wie sie bei unregelmafiger Einnahme vorkommt, konnte das Frakturrisiko
zwischen 10 % und 46 % unter das Niveau der Schlaganfallpatienten ohne Clopidogrel-
Medikation gesenkt werden [57]. Bei regelmafiger Einnahme des Medikamentes war
das Frakturrisiko nur geringfligig niedriger, als das der Kontrollgruppe. Dieser offenbar
dosisabhéngige Effekt von Clopidogrel auf das Frakturrisiko bei Schlaganfallpatienten
konnte seitens der Autoren nur deskriptiv ohne weitere Kausalitatserklarung beschrieben
werden [57]. Obwohl diese Analyse an einem speziellen Patientenkollektiv durchgefihrt
wurde, um das Risiko einer Fraktur zu bewerten, ist sie nicht auf das vorliegende
Tiermodell mit Extremitatenischamie in der aktuellen Studie Ubertragbar. Es bleibt
jedoch festzuhalten, dass in der vorliegenden Studie die gesunden Femora der
Clopidogrel-Gruppe und der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied aufwiesen,
was somit kein erhohtes Frakturrisiko durch Clopidogrel vermuten Iasst. In
Zusammenschau praklinischer und klinischer Daten zur Wirkung von Clopidogrel auf das
Frakturrisiko beziehungsweise die Knochenheilung mit teils kontroversen Ergebnissen
in der aktuellen Literatur und unter Berlicksichtigung der vorliegenden Arbeit wird die
Notwendigkeit unterstrichen, die systemische oder lokale Beeinflussbarkeit von
Angiogenese und Osteogenese durch Clopidogrel mit der damit verbundenen Prognose
auf Knochenheilung beziehungsweise Frakturpravention in Folgestudien genauer zu

untersuchen.

Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass Clopidogrel die
Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen am Mausmodell beeintrachtigt und den
Remodeling-Prozess verzdgert, ohne jedoch die Knochenheilung insgesamt zu
verhindern. Dieser Effekt ist am ehesten auf ein zu Gunsten der Angiogenese
verschobenes Verhdltnis angiogener und osteogener Expressionsmarker im

Kallusgewebe zuriickzufihren.
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