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Kapitel 1
Einleitung

Die Frakturheilung ist ein komplexer Prozess, der die Regeneration des Knochens und die
Wiedererlangung seiner urspriinglichen Belastbarkeit zum Ziel hat. Die Belastbarkeit ist
bei einem komplikationslos ablaufenden Heilungsprozess erst nach einigen Wochen bis
Monaten erreicht. In 5-10 % aller Frakturen kommt es zu einer verzogerten oder unvoll-
stindigen Heilung (Einhorn, 1995). Dadurch erhoht sich nicht nur fiir den Patienten der
Leidensdruck, es resultieren aus dem protrahierten Verlauf auch erhebliche soziodkono-
mische Belastungen (Andersson et al., 2011; Aspenberg und Johansson, 2010; Busse et al.,
2008). Multiple Faktoren wie Nikotinkonsum, Diabetes mellitus, infektiose Prozesse oder
hohes Lebensalter, aber auch Unter- bzw. Mangelerndhrung kénnen die Knochenheilung
erheblich beeintrachtigen (Mutschler und Haas, 2004; Runkel und Rommens, 2000). Schon
allein aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung der Bevolkerung ist mit einer wei-
teren Zunahme an Komplikationen im Rahmen der Frakturheilung in den kommenden
Jahren zu rechnen.

Die Frakturheilung ist in den vergangenen Jahren zunehmend in den Fokus der Wissen-
schaft geriickt. Verzogerte oder unvollstindige Vereinigung von Frakturen, auch Pseudar-
throsen genannt, werden derzeit in erster Linie durch autologe Knochentransplantationen
therapiert. Im Rahmen dieser Verfahren, welche immer einer chirurgischen Intervention
bediirfen, kommt es jedoch ebenfalls in 8-10 % der Fille zu Komplikationen wie Nerven-
und Gefifllasionen oder Infektionen (Barnes et al., 2008). Neuerdings stehen osteoinduk-
tive Substanzen wie , bone morphogenetic protein” (BMP) zur Stimulation der Knochen-
heilung zur Verfiigung, welche jedoch ebenfalls direkt in den Frakturspalt eingebracht
werden miissen, wozu ein operativer Eingriff notwendig ist.

Parathormon (PTH) reguliert die extrazelluldren Kalzium-, Phosphat und Vitamin-D-Kon-

zentrationen und wirkt bei intermittierender Gabe anabol auf den Knochenstoffwechsel



(Siegenthaler, 2006). Es ist bereits seit 2002 fiir die Behandlung der Osteoporose zugelas-
sen (Subbiah et al., 2010). Im Gegensatz zu sdmtlichen anderen Prdparaten, welche den
im Rahmen der Osteoporose stattfindenden Knochenabbau verzdgern oder verhindern,
stimuliert PTH den Knochenstoffwechsel und fiihrt zu einer Erh6hung der Knochendich-
te und -neubildung (Hodsman et al., 2005). Die systemische Wirkung erfordert zudem
keine chirurgische Intervention. Diese Eigenschaften machen Parathormon zu einem viel-
versprechenden Medikament zur Optimierung der Frakturheilung und Prophylaxe von
Pseudarthrosen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von Parathormon auf den Knochenstoff-

wechsel und die metaphysire Frakturheilung von gesunden Ratten untersucht.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Knochengewebe

Als spezialisiertes Bindegewebe nimmt der Knochen neben seiner Stiitz- und Haltefunk-
tion auch eine zentrale Stellung im Kalziumhaushalt ein. Knochen setzt sich aus organi-
schen und anorganischen Teilen zusammen. Der ausdifferenzierte Knochen enthilt in der
Trockensubstanz etwa 35 % organische und 65 % anorganische Bestandteile. Den grofiten
Anteil der anorganischen Salze macht Kalziumphosphat aus. Weiterhin finden sich Kalzi-
umkarbonat, Magnesiumphosphat, Kalziumfluorid und -chlorid sowie Alkalisalze (Frick
et al.,, 1992). Das menschliche Skelett besteht aus 220 Einzelknochen und wiegt insgesamt
ca. 10kg (Bartl, 2008).

Der gesamte Knochen ist von innen (Endost) und aufSen (Periost) mit einer Bindegewe-
beschicht bedeckt. Im Knochen befinden sich zusitzlich rotes und gelbes Knochenmark,
Geféfse und Nerven sowie Knorpel- und Bindegewebe (Frick et al., 1992).

Die dichte Substantia corticalis umgibt die schwammartig aufgebaute Substantia spon-
giosa. Die Substantia corticalis ist von mikroskopisch kleinen Kandlen durchzogen. Die
Knochenbilkchen der Substantia spongiosa sind entsprechend der mechanischen Bean-
spruchung ausgepragt, wobei sich die Architektur des Knochens der mechanischen Be-
anspruchung anpasst (Lanyon, 1996). Die Substantia corticalis macht etwa 80 % der Kno-
chenmasse des menschlichen Skeletts aus. Die restlichen 20 % bestehen aus Substantia
spongiosa (Liebschner, 2004).

Die Blutversorgung des Knochengewebes erfolgt iiber den Markraum und das Periost.
Die Osteone der langen Rohrenknochen fithren ein zentrales Blutgefafs, welches in einem
Kanal - dem sogenannten Havers-Kanal - verlduft. Querverbindungen zwischen den Os-

teonen nennt man Volkmann-Kanéle, welche ebenfalls ein Blutgefafs fithren (Drenckhahn
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und Zenker, 1994). Wahrend mechanische Beanspruchung zu einer Zunahme der Kno-
chendichte fiihrt (Courteix et al., 1998), bildet sich der Knochen ohne entsprechende Be-
anspruchung zurtick (Zerwekh et al., 1998). 1892 beschrieb Wolff die Fahigkeit des Kno-
chens, seine Form und Architektur den auf ihn einwirkenden mechanischen Belastungen
anzupassen (Wolff, 1892). Im Rahmen dieses permanenten Knochenumbaus, dem soge-
nannten ,Remodeling” , bauen Osteoklasten und Osteoblasten Knochensubstanz parallel
auf und ab. Es gibt viele Faktoren, die ein Uberwiegen eines der beiden Prozesse bewirken
konnen.

Der spezielle Aufbau des Knochens ermoglicht eine hohe physikalische Hérte trotz bio-
logischer Elastizitat. Dariiber hinaus ist Knochen trotz seiner hohen mechanischen Be-
lastbarkeit verhaltnisméafiig leicht. Er zahlt gemeinsam mit dem Zahnschmelz und dem
Zahnbein zu den hirtesten Substanzen des Korpers und besitzt eine Druckfestigkeit von
ca. 15kg/mm? und eine Zugfestigkeit von ca. 10 kg/mm? Querschnitt (Junqueira et al.,
2001; Frick et al., 1992).

2.1.1 Geflechtknochen und Lamellenknochen

Der Geflechtknochen, auch Primédrknochen genannt, entsteht im Rahmen der Knochen-
entwicklung sowie im Verlauf der Frakturheilung. Nur im Ansatzbereich einiger Sehnen,
im Bereich der Suturen der Kalottenknochen des Schéddels sowie in den Alveolen der Zah-
ne findet sich beim Erwachsenen Geflechtknochen. Im Vergleich zum Lamellenknochen
ist der Mineralgehalt beim Geflechtknochen geringer, was seine hohere Rontgendurchlas-
sigkeit erklart.

Das erwachsene Skelett besteht hauptsdchlich aus Lamellenknochen, auch Sekundérkno-
chen genannt. Makroskopisch sieht man beim Lamellenknochen die dufsere kompakte
Substantia compacta sowie die zentral gelegene, schwammartig strukturierte sogenannte
Substantia spongiosa (Frick et al., 1992).

Die Substantia kortikalis des Erwachsenen besteht aus Osteonen, welche von dufSeren und
inneren Generallamellen umgeben sind. Die Lamellen konnen entsprechend der Lokali-
sation und Beanspruchung ihre Ausrichtung anpassen. Osteone sind ca. 0,5mm lange,
zylindrische Strukturen mit einem zentral verlaufenden Blutgefafs (Drenckhahn und Zen-
ker, 1994).
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2.1.2 Knochenspezifische Zellen
2.1.2.1 Osteoblasten

Osteoblasten synthetisieren und sezernieren die organischen Komponenten der Knochen-
matrix. Im Wesentlichen handelt es sich hierbei um Typ-I-Kollagen, Proteoglykane und
Glykoproteine. Aufierdem sind sie an der Bildung der Hartsubstanz beteiligt. Diese Zel-
len finden sich an der Knochenoberfldche der Trabekel der Substantia spongiosa.

Die noch nicht verkalkte Matrix wird als Osteoid bezeichnet. Sie wird durch Einlagerung
von Kalziumphosphat in die stabilere Knochenmatrix umgewandelt. Dieser Vorgang des
oberflachlichen Wachstums wird Apposition genannt (Junqueira et al., 2001). Die Aktivie-
rung der Osteoblasten erfolgt durch Hormone, Wachstumsfaktoren sowie durch mecha-

nische Stimulation (Papachroni et al., 2009).

2.1.2.2 Osteozyten

Als Osteozyten bezeichnet man die wihrend des Verkalkungsprozesses in die neu ent-
standene Matrix eingelagerten Osteoblasten. Die Osteozyten lagern in Knochenhohlen,
den Lacunen. Mit benachbarten Osteozyten sind sie iiber Gap Junctions am Ende ihrer
Fortsdtze verbunden. Diese Zellen nehmen eine zentrale Rolle in der Verarbeitung mecha-
nischer Reize und der daraus resultierenden Stimulation zum Knochenaufbau ein (Jun-
queira et al., 2001; Burger und Klein-Nulend, 1999). Wenn Osteozyten sterben, wird die

umgebende Knochenmatrix abgebaut (Junqueira et al., 2001).

2.1.2.3 Osteoklasten

Im Gegensatz zu den Osteoblasten resorbieren Osteoklasten Knochengewebe. Sie diffe-
renzieren sich aus mit den Monozyten und Makrophagen verwandten Vorlduferzellen
des Knochenmarks und verschmelzen an der Knochenoberfliche zu mehrkernigen Syn-
zytien. Sie liegen in Howship-Lakunen, welche flache Aushohlungen der Knochenober-
flache sind. Kalzitonin hemmt die Aktivitdt dieser Zellen, wohingegen bestimmte, von
Osteoblasten sezernierte Zytokine eine aktivierende Wirkung haben. Dariiber hinaus gibt
es zahlreiche andere Faktoren wie Interleukin-1, TNF, Interferon-v, koloniestimulierende
Faktoren, die die Aktivitat der Osteoklasten modulieren (Frick et al., 1992).
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2.1.3 Knochenmatrix

Wie anfangs beschrieben, bestehen die anorganischen Knochenbestandteile zum grofiten
Teil aus Kalziumphosphat (85 %). Weiterhin finden sich Kalziumkarbonat (10 %), Magne-
siumphosphat (0,3 %), Kalziumfluorid (0,2 %), Kalziumchlorid (0,2 %) und etwa 2 % Alka-
lisalze (Frick et al., 1992). Der organische Anteil besteht zu 95 % aus Kollagen Typ I. Der
Rest besteht aus Proteoglykanen und Glykoproteinen (z.B. Osteokalzin, Sialoprotein). Die-
se sind vermutlich fiir die Verkalkung der Matrix verantwortlich, da normalerweise an-
dere, aus Kollagen Typ I bestehende Gewebe nicht kalzifizieren. Diese Baustoftkombinati-
on verleiht dem Knochen seine charakteristischen mechanischen Eigenschaften: Entkalkt
man den Knochen, wird dieser biegsam, obwohl er seine Form beibehilt. Dagegen wird
er zerbrechlich und spréde, wenn das Kollagen entfernt wird. Die Kollagenfasern sind in
erster Linie fiir die Zugfestigkeit, die im Knochen enthaltenen Minerale fiir die Druckfes-

tigkeit verantwortlich (Junqueira et al., 2001).

2.2 Funktionen des Knochens

Das menschliche Skelett hat eine Stiitzfunktion, indem es das Korpergewicht trdgt. Es
schiitzt Thorax- und Bauchorgane sowie das Zentrale Nervensystem. Den iiber Sehnen
ansetzenden Skelettmuskeln dienen die Skelettknochen als Hebel bei der Bewegungsaus-
fiihrung. Knochen haben jedoch dartiber hinaus eine zentrale Stellung bei wichtigen Stoff-
wechselvorgiangen. Das Skelett stellt ein wichtiges Speicherorgan vor allem fiir Kalzium
und Phosphat dar. Die Konstanthaltung des Serumkalziumspiegels ist eine lebensnotwen-
dige Voraussetzung, welche durch den Kalziumstoffwechsel, an dem das Skelett mafsgeb-
lich beteiligt ist, gewédhrleistet wird. Unter dem Einfluss hormoneller Substanzen wird
entsprechend dem aktuellen Bedarf Kalzium in die Knochen eingelagert oder im Serum
bereit gestellt. Auch am Phosphatstoffwechsel ist das Skelett beteiligt (Frick et al., 1992).

2.3 Kalziumhomoostase

Die Kalziumhomoostase ldauft zwischen dem Skelett, dem Magen-Darm-Trakt und den
Nieren ab. Sie wird von drei Hormonen - Parathormon, Kalzitriol und Kalzitonin - regu-
liert. Die Kalziumresorption erfolgt iiber den Magen-Darm-Trakt, wobei die tdgliche op-

timale Zufuhr 1.000 mg betrdgt. Hiervon werden etwa 400 mg in die Blutbahn resorbiert,
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Einzelne Lamelle der dufieren

Generallamellen

Abbildung 2.1: Schem

Osteon mit
Speziallamellen

Sharpey-Fasern

Volkmann-Kanal

Havers-Kanal mit
Blutgefals

Periost

Substantia Substantia
spongiosa corticalis

atischer Knochenaufbau: Die zylinderférmig herausragenden Strukturen entspre-

chen den Osteonen. Sie bestehen aus Kollagenfasern mit unterschiedlichem Steigungswinkel, welche sich

entsprechend der Loka

lisation und Beanspruchung ausrichten. Die dufseren Generallamellen grenzen die

Substantia compacta nach auflen ab. Innere Generallamellen (nicht dargestellt) grenzen die Substantia com-
pacta zum Markraum ab. Die Blutversorgung erfolgt iiber den Markraum und das Periost. Von aufsen ge-
langen die Blutgefifse iiber Volkmann-Kandle in die Havers-Kandle. Die Sharpey-Fasern sind im Rahmen
des Ossifikationsprozesses eingemauerte Kollagenfasern (modifiziert nach Drenckhahn und Zenker, 1994,

S. 147
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wovon die Halfte wieder in das Darmlumen zuriick sezerniert wird. Der Niere kommt
gemeinsam mit dem Darm die Funktion der Ausscheidung von tiberschiissigem Kalzi-
um zu. Da tiiber die Niere etwa 10.000 mg Kalzium pro Tag filtriert werden, wovon etwa
9.800 mg riickresorbiert werden, ist die Gesamtbilanz von Magen-Darm- und Harntrakt
ausgeglichen. Im Skelett wird Kalzium gespeichert. Der tagliche Kalziumumsatz im Ske-
lett betrdgt etwa 500 mg. Das Gesamtgewicht des im Skelett gespeicherten Kalziums be-
tragt etwa ein Kilogramm (Siegenthaler, 2006).

2.3.1 Parathormon

Parathormon (PTH) nimmt eine zentrale Rolle in der Kalziumhomoostase ein. Seine Haupt-
aufgabe besteht in der Konstanthaltung des Serumkalziumspiegels (Rosen und Bilezikian,
2001). Ein erniedrigter extrazelluldrer Kalziumspiegel fiihrt in der Nebenschilddriise zu
einer vermehrten PTH-Produktion und -sekretion. Hemmend auf die PTH-Sekretion wir-
ken erhohte Kalziumserumspiegel sowie eine erhohte Kalzitriolkonzentration, wobei die

Sekretion dieses Hormons wiederum durch PTH stimuliert wird (Hodsman et al., 2005).

2.3.1.1 Biosynthese

Die Synthese erfolgt im endoplasmatischen Retikulum der Nebenschilddriisen, wobei das
aus 84 Aminosduren bestehende Pra-Pro-Hormon (hPTH 1-84) eine Prasequenz bestehend
aus 25 Aminosduren und eine Prosequenz bestehend aus sechs Aminosduren enthilt. Die
Speicherung erfolgt in Sekretionsvesikeln. Bei der Sekretion werden 31 Aminosduren ab-

gespalten (Hodsman et al., 2005).

2.3.1.2 Wirkung

Die Regulierung des Kalziumspiegels bewirkt Parathormon tiber drei verschiedene Wege:
1. Forderung der Kalziumreabsorption an der Niere

2. Steigerung der Phosphatausscheidung iiber die Niere durch Hemmung der Phos-

phatreabsorption

3. Forderung der Kalzitriolbildung aus Kalzidiol durch Stimulation der 1-a-Hydroxy-

lase. Kalzitriol steigert die Kalziumabsorption aus dem Darm
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Am Knochen regt PTH den Knochenumbau an, indem es die Osteoklasten aktiviert. Es
kommt zu einem Kalzium- und Phosphatanstieg in der Blutbahn. Das tiberfliissige Phos-
phat wird tiber die Niere ausgeschieden (Siegenthaler, 2006).

Allerdings besitzen Osteoklasten keinen eigenen PTH-Rezeptor. Vielmehr kommt es un-
ter dem Einfluss von Parathormon zu einer gesteigerten Expression von , receptor activa-
tor of NF-kB ligand” (RANKL) und einer Hemmung der Expression von Osteoprotegerin
(OPG). Beide sind wesentliche Bestandteile des RANKL-Osteoprotegerin-Zytokinsystems.
Osteoprotegerin (OPG) gehort zur Tumornekrosefaktor (TNNF)-Rezeptorfamilie. Es wird
von Osteoblasten produziert und blockiert die Ausdifferenzierung der Osteoklasten aus
Vorlduferzellen, wodurch es die Knochenresorption hemmt. Antagonistisch wirkt RAN-
KL. Es gehort auch zur Familie der TNF und ist als Hauptstimulans fiir die Osteoklas-
tenreifung essentiell fiir deren Uberleben. Es wird von T-Lymphozyten und Osteoblasten
produziert und aktiviert den Rezeptor RANK. Dieser Rezeptor befindet sich auf der Ober-
flache von Osteoklasten, dendritischen Zellen, glatten Muskelzellen sowie Endothelzellen
(Bartl, 2008).

Die Sekretion und Biosynthese des Hormons wird durch niedrige Serumkalziumspiegel
getriggert. Gegenteilig wirken erhohte Serumkalziumspiegel sowie Serumkalzitriolwerte
auf die PTH-Sekretion. Kalzitriol wird durch die PTH-Wirkung vermehrt gebildet. Uber
einen ,negative feedback”-Mechanismus hemmt Kalzitriol jedoch die PTH-Sekretion. Ei-
ne Hypermagnesidmie hemmt ebenfalls die PTH-Sekretion. Katecholamine und Lithium
hingegen konnen die Sekretion von PTH fordern. PTH gelangt tiber den Blutweg an den
Wirkungsort (Siegenthaler, 2006). Abbildung 2.2 auf Seite 12 zeigt eine schematische Dar-
stellung des Kalziumstoffwechsels und der drei ihn regulierenden Horomone. Der hor-

monelle Gegenspieler von Parathormon ist Kalzitonin (siehe Abschnitt2.3.3 auf Seite 11).

Wirkung von PTH auf die Knochenreparatur

Eine Vielzahl an tierexperimentellen Studien belegt die stimulierende Wirkung von PTH
auf die Kallusbildung. Die genauen Mechanismen sind noch nicht vollstindig geklart, al-
lerdings greift PTH an mehreren Phasen des komplexen Knochenheilungsprozesses (siehe
Abschnitt 3.2.1 auf Seite 16) an (Ellegaard et al., 2010).

Stimulation der Proliferation und Differenzierung mesenchymaler Stammzellen
Wahrend der frithen Phase der Frakturheilung differenzieren sich mesenchymale Stamm-

zellen zu Osteoblasten. Dieser Prozess wird durch PTH verstarkt (Nakajima et al., 2002;
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Kaback et al., 2008). Dartiber hinaus kommt es zu einem Anstieg von Chondroprogenitor-
zellen (Nakajima et al., 2002).

Forderung der enchondralen Ossifikation

Eine Untersuchung der Frakturheilung von Femurfrakturen an Mdusen zeigte, dass die
mit PTH behandelten Tiere eine bis zu dreifach erh6hte Chondrogenese in Relation zur
Osteogenese im Vergleich zu den nicht behandelten Tieren aufwiesen. Dadurch kommt es
zundchst zu einer gesteigerten weichen Kallusbildung und im Anschluss durch die Chon-

drozytenreifung zu einer erhohten Mineralisation dieses Kallus (Kakar et al., 2007).

Steigerung des Remodelings

Nach der initialen Frakturiiberbriickung durch den weichen Kallus und Geflechtknochen
(siehe Abschnitt3.2.1 auf Seite 16) kommt es zum Umbau zu Lamellenknochen. Es bilden
sich Havers-Systeme, Periost und Endost sowie eine neue Kortikalis (Mutschler und Haas,
2004). Unter dem Einfluss von PTH wird dieser Umwandlungsprozess von Geflecht- in
Lamellenknochen beschleunigt (Komatsubara et al., 2005). PTH stimuliert direkt die Os-
teoblasten und hemmt deren Apoptose (Jilka, 2007).

2.3.2 Kalzitriol (Vitamin D)

Vitamin D wird mit der Nahrung aufgenommen oder vom Organismus endogen produ-
ziert. Es ist der wesentliche Regulator des Kalziumhaushalts und essentiell im Minerali-
sierungsprozess des Skeletts. Die Aufnahme dieses fettloslichen Vitamins erfolgt tiber den
Darm. Es kommt in zwei Varianten vor: Cholekalziferol (Vitamin D;) und Ergokalziferol
(Vitamin D,). Ergokalziferol wird ausschliefilich von Pflanzen synthetisiert, wohingegen
Cholekalziferol tierischer Herkunft ist und somit auch vom menschlichen Organismus
produziert werden kann. In der Haut werden beide Molekiile durch UV-B-Strahlen in
Vitamin-Ds- bzw. Vitamin-D,-Prohormon umgewandelt, indem der B-Ring getffnet wird.
Die Aktivierung erfolgt, indem beide Vitamin-D-Prohormone nacheinander zunichst in
der Leber an C-25 und anschliefSend in der Niere an C-1 unter dem Einfluss von Parathor-
mon hydroxyliert werden. Hierdurch entsteht entweder 1,25(OH),D, oder 1,25(0OH),D;
(Marcus et al., 2010; Schmidt und Thews, 1995).

Ein niedriger Serumkalziumspiegel fiihrt zur vermehrten Ausschiittung von Parathor-

mon, welches wiederum die Umwandlung der Prohormone in die biologisch wirksamen
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1,25-dihidroxylierten Vitamin-D-Hormone steigert. Hierdurch wird die Resorption von
Kalziumionen am Darmepithel gesteigert. Uber einen ,negative-feedback” -Mechanismus
inhibieren die Vitamin-D-Hormone die Parathormonsekretion (Schmidt und Thews, 1995).
Die Wirkung von Vitamin D auf den Kalziumstoffwechsel ist in Abbildung 2.2 auf Seite 12
dargestellt.

2.3.3 Kalzitonin

Kalzitonin wird von den C-Zellen der Schilddriise produziert. Es besteht aus 32 Amino-
sduren. Die Ausschiittung wird durch erhohte Blutkalziumspiegel getriggert. Kalzitonin
bewirkt eine Steigerung des Kalziumeinbaus in den Knochen und eine Reduktion der os-
teolytischen Prozesse. Somit wirkt es antagonistisch zu Parathormon. Gastrointestinale
Hormone wie Gastrin, Glukagon, Pankreozymin und Cholezystokinin steigern die Kal-
zitoninausschiittung ebenfalls, was zu erhohten Spiegeln dieses Hormons wéhrend der
Nahrungsaufnahme fiihrt. Dadurch kommt es zum Einbau des mit der Nahrung auf-
genommenen Kalziums in den Knochen. Dariiber hinaus wird der Verdauungsprozess
durch Kalzitonin gebremst. Unter anderem wird die Magenentleerung verlangsamt und
die Magen- und Pankreassekretion reduziert, wodurch ein rascher postprandialer Anstieg
des Kalziumserumspiegels verhindert wird. Hohe Kalziumkonzentrationen im Serum in-
hibieren die PTH-Sekretion und somit die kalziumerhaltende Wirkung von PTH an der
Niere. In der Folge wiirde das tiber die Nahrung aufgenommene Kalzium unmittelbar
tiber die Niere ausgeschieden (Schmidt und Thews, 1995). Siehe auch Abbildung?2.2 auf
Seite 12.

2.4 Therapeutischer Einsatz von Parathormon

Im klinischen Alltag wird Teriparatid bereits bei postmenopausalen Frauen mit Osteopo-
rose zur Frakturprophylaxe eingesetzt. Eine Genehmigung zum Einsatz im Rahmen der
Frakturbehandlung existiert noch nicht. Teriparatid ist ein synthetisches Polypeptid, wel-
ches das 1-34-Aminofragment des rekombinanten humanen Parathormons enthilt.

Samtliche andere im Rahmen der Osteoporosetherapie zum Einsatz kommenden Prapa-
rate wirken, indem sie die Knochenresorption hemmen. Teriparatid ist das einzige zur

Therapie der Osteoporose zugelassene Praparat, welches anabol auf den Knochenstoff-
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Abbildung 2.2: Kalziumhomoostase (modifiziert nach Schmidt und Thews, 1995, S.404): Durch niedri-
ge Kalziumserumspiegel kommt es zu einer vermehrten PTH-Sekretion, was den Knochenabbau fordert.
Durch eine Steigerung der Vitamin-D-Produktion in der Niere kommt es zu einer vermehrten Kalziumre-
sorption aus dem Darm. Hohe Kalziumserumspiegel fiihren dagegen zu einer Sekretion von Kalzitonin aus
den C-Zellen der Schilddriise. Knochenabbau und Kalziumresorption aus dem Darm werden gedrosselt.
Die Kalzitoninsekretion wird aufferdem bei Nahrungsaufnahme gesteigert
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wechsel wirkt (Ellegaard et al., 2010). Diese osteoanabole Wirkung von PTH tritt nur bei
intermittierender Gabe auf. Die kontinuierliche Applikation wirkt katabol auf den Kno-
chenstoffwechsel (Ma et al., 2001; Wang et al., 2005). Beim Menschen fiihrt die tdgliche
subkutane Applikation zu einer Steigerung der Knochendichte an der Lendenwirbelsédule
und dem Schenkelhals (Cipriano et al., 2009).

Tierexperimentelle Versuche an Mausen zeigten, dass Knorpelschdden unter dem Einfluss
von Parathormon besser regeneriert wurden als bei der Kontrollgruppe, welche mit Koch-
salzlosung behandelt worden war (Sampson et al., 2011; Sampson, 2009b).
Tierexperimentelle Studien an Kaninchen zeigten eine bessere Regenerationsfahigkeit von
an der Femurkondyle gesetzten Knorpeldefekten unter der Wirkung von PTH als die Kon-
trollgruppe, welche Kochsalz verabreicht bekam (Sampson, 2009a; Kudo et al., 2011).
Teriparatid wird derzeit subkutan injiziert, da die Substanz innerhalb kurzer Zeit von
den im Verdauungstrakt vorkommenden Enzymen Trypsin, Chymotrypsin und Pepsin
abgebaut wird (Werle et al., 2006). Bis dato existiert keine alternative Applikationsform,
um eine der subkutanen Applikation dquivalente systemische Konzentration zu erzielen
(Chalidis et al., 2007).

Erste klinische Studien zur Wirkung von Teriparatid auf die Frakturheilung beim Men-
schen zeigen, dass Parathormon die Knochenheilung positiv beeinflusst. (Aspenberg und
Johansson, 2010); (Aspenberg et al., 2010); (Barnes et al., 2008).

24.1 Nebenwirkungen

Ubelkeit (18 %) und Kopfschmerzen (13 %) waren die haufigsten Nebenwirkungen im
Rahmen eines Patientenkollektivs von 59 Frauen, welche eine tdgliche Dosierung von
40pg/kg erhielten (Neer et al., 2001). Geringe Serumkalziumspiegelanstiege konnen in-
nerhalb von sechs Stunden nach Verabreichung auftreten. In einer Studie an 350 post-
menopausalen Osteoporosepatientinnen iiberstiegen sie jedoch nicht die physiologischen
Werte (Satterwhite et al., 2010). Als Zeichen einer Hyperkalzdmie kann es zu Schwin-
del, Beinkrampfen, Benommenbheit, Verstopfung, Abgeschlagenheit und Muskelschwiche
kommen (Cipriano et al., 2009).

In einigen tierexperimentellen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Thera-
pie mit PTH und der Inzidenz von Osteosarkomen bei den Versuchstieren nachgewiesen.
Das Osteosarkom ist der hdufigste primdre Knochentumor beim Menschen. Am haufigs-

ten tritt er bei Jugendlichen auf. Einige Autoren haben eine Korrelation zwischen dem
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schnell wachsenden Knochen wahrend der Pubertit und diesem Knochentumor herge-
stellt (Broadhead et al., 2011). Ein zweiter Haufigkeitspeak ergibt sich bei der Bevolke-
rungsgruppe der 7. und 8. Lebensdekade. Nicht selten sind es dann jedoch sekundare
Formen als Folge z.B. eines Morbus Paget oder einer vorbestehenden benignen Knochen-
lasion. Seine Inzidenz ist jedoch selten und liegt unter 1 % aller in den USA neu diagnosti-
zierten Malignome. Durch die Einfiihrung neuer Therapieoptionen, u.a. Chemotherapie,
konnte die 5-Jahres-Uberlebensrate von 20 % vor 1980 auf ca. 70 % gehoben werden (Mi-
rabello et al., 2009).

Als Risikofaktoren werden in der Literatur physikalische, chemische und biologische No-
xen erwdhnt. Unter den physikalischen Noxen gelten ultraviolette und ionisierende Strah-
len als gesichert. Als chemische Noxen sind in der Literatur diverse Substanzen erwéhnt,
darunter auch Asbest. Des Weiteren gelten diverse genetische Faktoren als Risikofaktor
tiir die Entstehung eines Osteosarkoms. Aufier Parathormon werden diverse Wachstums-
faktoren wie ,transforming growth factor” (TGF) als Risikofaktoren oder Faktoren, wel-

che zu einer schlechteren Prognose fithren kdnnen, erwdhnt (Broadhead et al., 2011).



Kapitel 3

Frakturentstehung und Frakturheilung

3.1 Frakturentstehung

Frakturen resultieren aus einer die Stabilitdt des Knochens tibersteigenden von aufien ein-
wirkenden Kraft. Es gibt exogene und endogene Faktoren, die eine Fraktur begiinstigen
konnen. Sie entstehen in Abhdngigkeit von der Dauer und Richtung der Krafteinwirkung
sowie der Intensitdt und dem Ort. Auflerdem spielen Knochenrigiditdt und -volumen ei-
ne entscheidende Rolle (Mutschler und Haas, 2004).

3.2 Frakturheilung

Ziel der Frakturheilung ist die Wiederherstellung der Knochenstruktur, seines Aufbaus
und seiner Funktion. Etwa 90-95 % samtlicher Frakturen in den Vereinigten Staaten von
Amerika werden erfolgreich behandelt (Einhorn, 1995). Es sind multiple Faktoren be-
kannt, die den Heilungsverlauf einer Fraktur verzogern oder ganzlich verhindern kénnen.
Hierzu zdhlen Art und Schwere der Verletzung, Vorerkrankungen, Medikamente, exoge-
ne Noxen. Auflerdem kommt es an bestimmten Frakturlokalisationen wie dem Kahnbein
der Hand, dem Talus des Fufles und dem Oberschenkelhals tiberdurchschnittlich hdufig
zu Problemen wahrend der Frakturheilung. Ursdchlich hierfiir ist die GefdfSversorgung,
welche an diesen Lokalisationen nur spérlich ist (Runkel und Rommens, 2000). Im Rah-
men des Traumas konnen diese Gefdfie verletzt und die lokale Durchblutung erheblich
beeintrachtig werden, wodurch die Heilung verzdgert oder verhindert wird. Vergleiche
hierzu Tabelle 3.1 auf Seite 19.

Man unterscheidet die direkte von der indirekten Frakturheilung. Im folgenden sind bei-

15



3.2. Frakturheilung 16

de Prozesse beschrieben.

3.2.1 Indirekte Frakturheilung

Es bildet sich zunédchst ein periostaler und endostaler Kallus, welcher im Verlauf des Hei-
lungsprozesses umgebaut wird, bis es zur vollstindigen Frakturheilung kommt. In der
Regel heilt Knochen auf diesem Wege. Sowohl bei der konservativen Frakturbehandlung
als auch bei den meisten operativen Verfahren tritt diese Form der Frakturheilung auf. Die

indirekte Frakturheilung lauft analog der Wundheilung iiber fiinf Phasen ab.

Verletzungsphase: Durch eine die Festigkeit des Knochens {iibersteigende Gewaltein-

wirkung kommt es zur Fraktur.

Entziindungsphase: Unmittelbar nach der Frakturierung des Knochens bildet sich in
der Umgebung ein Himatom. Dieses wird von Granulozyten, Mastzellen und Monozyten
infiltriert. Die Mastzellen setzen Histamin frei, was im Rahmen der Entziindungsreaktion
zu einer Dilatation der Kapillaren im Verletzungsgebiet fithrt. Aus den eingewanderten
Monozyten bilden sich Makrophagen. Auflerdem sind Monozyten die Ursprungszellen
fiir Osteoklasten. Weiterhin finden sich im Hamatom pluripotente Stammzellen mesen-
chymaler Herkunft als Vorldufer der Osteoblasten. Die pluripotenten Stammzellen sezer-
nieren fiir die Angiogenese, Zellinfiltration und -differenzierung wichtige Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Die sich neu bildenden Geféfie entspringen hauptsachlich aus den
periostalen Gefdfien. Durch diese Hypervaskularisation kann das Frakturhdmatom von
zahlreichen einwandernden Entziindungszellen phagozytiert werden. Unter Beteiligung
des Gerinnungsfaktors XIII bildet sich im Frakturspalt zunédchst ein Fibringeriist (Mutsch-
ler und Haas, 2004). Siehe Abbildung 3.1 auf Seite 18.

Granulationsphase: Reguliert durch verschiedene lokal wirksame Wachstumsfaktoren
bildet sich Granulationsgewebe entlang einer extrazelluliren Matrix. Zu diesen Wachs-
tumsfaktoren ziahlen TGF-131, IGF-1 und IGF-2, aFGF, bFGF, PDGF, BMP und {32-Mikro-
globulin. Dartiber hinaus passt der Organismus den Kalziumstoffwechsel tiber den Pa-
rathormon- und Vitamin-D-Stoffwechsel an. Uber das mediatorgesteuert neu gebildete
Gefifigeflecht gelangen erforderliche Bausteine in die Frakturregion, und es entsteht in
erster Linie Typ-I-Kollagen. Mediatorgesteuert kommt es zur Angiogenese. Zwischen die-

sen Kollagenfibrillen lagern sich zunehmend Mineraldepots ab, und nach vier bis sechs
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Wochen hat sich ein weicher Kallus (Fixationskallus) ausgebildet. Dieser Prozess geht von
den Spindelzell- oder Osteoprogenitorzellen des Periosts aus und schreitet zentral in Rich-
tung der Frakturzone voran. Die Spindelzellen differenzieren sich dabei zu Osteoblasten.
Uber die sogenannte ,bone metabolizing unit” (BMU), welche Osteoklasten, Matrixsub-
stanz und Osteoblasten beinhaltet, wird der zerstorte Knochen partiell abgebaut und durch
Geflechtknochen ersetzt. Makrophagen schiitten Matrixproteine wie Osteocalcin, Osteo-
genin und ,bone morphogenetic protein” (BMP) aus, welche die Osteoblastenprolifera-
tion fordern. Der zentral gelegene, zum Teil nekrotische Knochen wird von Osteoklas-
ten und Makrophagen abgebaut. Einwandernde chondroide Zellen, Osteochondroblasten
und Osteoblasten fiihren im Verlauf zur enchondralen Ossifikation (Mutschler und Haas,
2004). Siehe Abbildung 3.1 auf Seite 18.

Kallusaushidrtung: Der weiche Kallus wird zunehmend mineralisiert, wodurch Geflecht-
knochen entsteht. Diese Phase dauert etwa drei bis vier Monate an (Mutschler und Haas,
2004). Siehe Abbildung 3.1 auf Seite 18.

Umbauphase (Remodeling): Dieser Vorgang erstreckt sich iiber sechs bis 24 Monate.
Uber die BMU wird der Geflechtknochen progredient in lamelldren Knochen mit Havers-
Systemen, Periost und Endost umgebaut. Hierdurch wird der Knochen zunehmend auf
die reguldre Nutrition tiber das Havers- und Volkmann-Kanalsystem umgestellt (Mutsch-
ler und Haas, 2004). Siehe Abbildung 3.1 auf Seite 18.

3.2.2 Direkte Frakturheilung

Die direkte Frakturheilung ist ausschliefslich bei Wiederherstellung der stabilen, anato-
mischen Knochenstruktur moglich und tritt nur bei Fissuren oder nach exakter operati-
ver Reposition und Kompressionsplattenosteosynthese auf. Man unterscheidet zwischen
Kontaktheilung und Spaltheilung (Mutschler und Haas, 2004).

Kontaktheilung Die Havers-Systeme wachsen in die gegeniiberliegende Frakturzone,
wobei Osteoklasten Kandle in das gegeniiberliegende Ende schneiden, welche zunéchst
von Kapillaren und Entziindungszellen und im weiteren Verlauf von Osteoblasten aufge-

fillt werden. Hierdurch entstehen neue Knochenlamellen (Mutschler und Haas, 2004).

Spaltheilung Im Gegensatz zur Kontaktheilung besteht ein Frakturspalt von weniger

als 0,5mm, welcher quer zur Achse mit Geflechtknochen aufgefiillt wird. Nachtraglich
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Abbildung 3.1: Die Frakturheilung lduft iiber fiinf Phasen ab. Entziindungsphase (a.): Im Frakturspalt
entsteht ein Himatom. Hier befinden sich Fibroblasten, Granulozyten, Makrophagen und mesenchymale
Stammzellen. Das Hamatom bildet sich graduell in Granulationsgewebe um. Im weiteren Verlauf bildet
sich ein weicher Kallus (b.). Es bildet sich eine knécherne Hiille. Das Granulationsgewebe wird graduell in
fibrinéses Gewebe und Knorpelgewebe umgewandelt. Von beiden Frakturenden sprossen Kapillaren ein.
Die Mineralisierung schreitet von peripher nach zentral voran. Entstehung des harten Kallus (c.-e.): Durch
intramembrandse und enchondrale Knochenneubildung hirtet der Kallus langsam aus. Im Zuge des Re-
modelings (d.) kommt es zum Umbau von Geflechtknochen in lamelldren Knochen. Dies geschieht durch
Oberfldachenerosion und osteonalen Umbau (moditiziert nach Riiedi et al., 2008)
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wird dieser durch langsgerichtete Knochenkandle ersetzt (Mutschler und Haas, 2004).

3.3 Inhibitoren der Frakturheilung

Verschiedene Einflussfaktoren konnen die Heilung von Frakturen fordern oder beein-
trachtigen. Frakturlokalisation, Begleitverletzungen des Weichteilmantels oder grofie Kno-
chendefekte haben einen negativen Einfluss auf die Frakturheilung. Dariiber hinaus gibt
es diverse Substanzen und Erkrankungen, welche die Frakturheilung beeintrachtigen kon-

nen. Eine Auswahl ist im Folgenden dargestellt (Mutschler und Haas, 2004).

Storung der Durchblutung Vaskulopathien
traumatische GefafSlasionen
Deperiostierung
Kompartmentsyndrom

OP-technik-bedingt Instabilitat
mangelnder Fragmentkontakt

Infektion

Medikamente Antibiotika
Antikoagulanzien
Glukokortikoide
Nicht-steroidale Antiphlogistika

Noxen Nikotin

weitere Faktoren Diabetes mellitus
hohes Alter
Andmie
Mangelerndhrung

Tabelle 3.1: Risikofaktoren fiir eine verzogerte Frakturheilung: Die Tabelle listet die hdufigsten Inhibitoren
der Frakturheilung auf. Das Auftreten mehrerer dieser Faktoren gleichzeitig potenziert das Risiko fiir eine
insuffiziente Frakturheilung (erstellt und modifiziert nach Mutschler und Haas, 2004; Runkel und Rom-
mens, 2000; Sttirmer, 1996)
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3.3.1 Endogene Faktoren
3.3.1.1 Altersbedingte verzogerte Frakturheilung

Mit zunehmendem Lebensalter steigt die Inzidenz fiir Begleiterkrankungen. Auch die Os-
teoporoseinzidenz nimmt mit steigendem Alter zu. Obwohl es keine gesicherten Daten
zur Frakturheilung bei dlteren Patienten gibt, wird eine Beeintrachtigung der Frakturhei-
lung mit zunehmendem Alter angenommen (Gruber et al., 2006). Im Tierversuch zeigte
sich, dass Knochen bei sechs Wochen alten Ratten vier Wochen nach Frakturentstehung
ihre urspriingliche biomechanische Belastbarkeit zurtickgewonnen haben. Bei 26 Wochen
alten Ratten waren es 10 Wochen, und bei einjdhrigen alten Ratten brauchte dieser Pro-
zess iiber sechs Monate (Meyer et al., 2001). An welchen der vielen komplexen Schritte
der Frakturheilung sich altersbedingte Verdnderungen niederschlagen, ist noch nicht er-
forscht (Gruber et al., 2006).

3.3.1.2 Diabetes mellitus

Die weltweite Pravalenz fiir Diabetes mellitus fiir alle Altersgruppen lag im Jahr 2008 bei
2.8 %. Bis zum Jahr 2030 wird die Pravalenz schitzungsweise auf 4.4 % ansteigen (Wild
et al., 2004). In einer klinischen Studie stellte Loder eine um 87 % verzogerte Heilungsrate
bei nicht-dislozierten Frakturen der unteren Extremitdt von Diabetikern im Vergleich von
Nicht-Diabetikern fest (Loder, 1988). Das Risiko, postoperativ eine Wundheilungsstérung
zu erleiden, ist bei Diabetikern ebenfalls erhoht. Die pathophysiologischen Umstédnde, die
hierzu fiihren, sind weitgehend unerforscht. Es gibt Hinweise, dass es zu einer vermin-
derten Rekrutierung von mesenchymalen Stammzellen und einer limitierten Proliferation

und Differenzierung der osteoblastischen Zellreihe kommt (Retzepi und Donos, 2010).

3.3.1.3 Mangelerndhrung

Im Tierversuch zeigte sich, dass eine niedrige Proteinzufuhr die Verankerung von Im-
plantaten im Knochen beeintrachtigt (Dayer et al., 2006). Die Gabe von PTH konnte im
Tiermodell den erndhrungsbedingten negativen Einfluss auf die Frakturheilung auftheben
(Dayer et al., 2007). Insbesondere geriatrische Patienten leiden nicht selten unter Malnu-

trition.
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3.3.2 Exogene Faktoren
3.3.2.1 Nikotin

In einer tierexperimentellen Studie am Kaninchenmodell wiesen Raikin et al. eine verzo-
gerte Knochenheilung durch Nikotin nach. Dariiber hinaus zeigte sich der Frakturkallus
bei der mit Nikotin behandelten Kaninchengruppe biomechanisch weniger belastbar als
bei der gesunden Gruppe (Raikin et al., 1998).

Es kommt unter dem Einfluss von Nikotin zwar zu einer vermehrten Kapillarisierung, die
durch Nikotin verursachte Vasokonstriktion tiberwiegt jedoch und fithrt dadurch zu einer
Beeintrachtigung der Durchblutung und somit der Frakturheilung (Zheng et al., 2008).
Hollinger et al. zeigten, dass Nikotin die Frithphase der Frakturheilung weniger stark be-

eintrdchtigt als die spatere Heilungsphase (Hollinger et al., 1999).

3.3.2.2 Medikamente

Nicht steroidale Antiphlogistika (NSAR): In einer tierexperimentellen Studie, in der die Wir-
kung von Indomethacin und Ibuprofen auf den Knochenheilungsprozess untersucht wur-
de, konnte fiir beide Medikamente ein negativer Einfluss auf die Frakturheilung nach-
gewiesen werden. Dabei war nach Absetzen der Medikamente die negative Auswirkung
von Indomethacin rtickldufig, die von Ibuprofen hingegen nicht (Altman et al., 1995). Beck
et al. konnten ebenfalls in einem tierexperimentellen Versuch denselben negativen Effekt
auf die Knochenheilung fiir Diclofenac nachweisen (Beck et al., 2003). Eine weitere Stu-
die an Ratten zeigte ein erhohtes Risiko fiir eine verzogerte Knochenheilung durch COX-
2-spezifische Inhibitoren, besonders, wenn sie in der frithen Heilungsphase verabreicht
wurden (Endo et al., 2005). Dieser Effekt von COX-2-spezifischen Inhibitoren konnte al-
lerdings in einer weiteren tierexperimentellen Studie nicht bestétigt werden (Brown et al.,
2004).

Obwohl NSAR in der Orthopddie und Unfallchirurgie von unschédtzbarem Wert, insbe-
sondere auch in der perioperativen Phase sind, empfehlen einige Autoren mittlerweile,
auf diese Medikamente beim Vorliegen zusétzlicher Risikofaktoren fiir eine Beeintrachti-
gung der Frakturheilung zu verzichten. Insbesondere beim Vorliegen eines Diabetes mel-
litus, einer pAVK oder bei Nikotinkonsum sollten alternative Analgetika in Betracht ge-
zogen werden (Beck et al., 2005).

Antibiotika: Diese Medikamente werden in der Orthopéddie und Unfallchirurgie ebenfalls
héufig eingesetzt. Sie werden standardmaéfiig zur Infektionsprophylaxe als Single-Shot

vor chirurgischen Eingriffen, aber auch zur Bekdmpfung manifester Infekte pra- oder
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postoperativ verwendet. In einer tierexperimentellen Studie zur Wirkung auf die Fraktur-
heilung von Ciprofloxacin, ein Fluorchinolon, stellten Huddleston et al. einen negativen
Effekt auf die frithe Knochenheilungsphase fest (Huddleston et al., 2000).

Glukokortikoide: Die osteoporotische Wirkung von langerfristig applizierten Glukokortiko-
iden ist wissenschaftlich mehrfach belegt (den Uyl et al., 2011). Eine tierexperimentelle
Studie zeigte einen negativen Effekt von Glukokortikoiden auf die Frakturheilung bei Ul-
nafrakturen von Kaninchen (Waters et al., 2000). Doyon et al. zeigten im Tierversuch, dass
Glukokortikoide die osteoanabole Wirkung und den postiven Effekt von Parathormon
auf die enchondrale Ossifikation im Rahmen der Frakturheilung beeintrachtigen (Doyon
et al., 2010).

3.3.2.3 Schwere Weichteilschiden

Schwere Weichteilschdden begiinstigen zum einen den Eintritt von Keimen in die Wunde,
was die Infektionsgefahr und somit die Gefahr der Knochenheilungsstorung um ein Viel-
faches erhoht. Zum anderen fiihrt die im Rahmen offener Frakturen hdufig auftretende
Verletzung der versorgenden Gefdfse und des Periosts zu einer erheblichen Beeintrachti-
gung der Blutversorgung des Knochens, was sich ebenfalls negativ auf die Frakturheilung
auswirkt. Aus diesem Grund muss auch im Rahmen von operativen Eingriffen eine De-
nudierung, also ein Ablosen des Periosts vom darunter liegenden Knochen, unbedingt

vermieden werden (Runkel und Rommens, 2000).

3.3.2.4 Ungeniigende Frakturreposition oder -retention

Aufgrund ungentigender Reposition bzw. sekundérer Dislokation, basierend auf einer
mangelhaften operativen Retention, kann es zu einer Beeintrachtigung der Knochenhei-
lung kommen. Hierdurch kann es zu einer Storung der Durchblutung kommen, was zu
Nekrosen der dislozierten Fragmente fiihrt. Dartiiber hinaus fiihrt die mangelnde Stabili-
tat zu einer wiederholten Fraktur der neu gebildeten Knochenbélkchen (Runkel und Rom-
mens, 2000; Sttiirmer, 1996).

3.4 Frakturbehandlung: Therapieoptionen

Man unterscheidet zwischen konservativer und operativer Frakturbehandlung. Erstere
beinhaltet eine Ruhigstellung der entsprechenden Fraktur im Gips - wobei es in den letz-

ten Jahren auf diesem Gebiet, insbesondere in Bezug auf die Entwicklung neuer Werk-
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stoffe, viele Neuerungen gegeben hat. Die operative Frakturversorgung richtet sich nach
der Lokalisation und der Schwere der Verletzung. Es stehen verschiedene Implantate und
Verfahren zur Auswahl, wobei viele Eingriffe in den letzten Jahrzehnten zunehmend in

minimal invasiver Technik, also unter Schonung der umgebenden Weichteile, erfolgen.

3.5 Verzogerte Frakturheilung und Pseudarthrose

Von verzogerter Knochenheilung spricht man, wenn eine Fraktur nach vier bis sechs Mo-
naten nicht verheilt ist. Eine Uberbriickung ist jedoch grundsitzlich noch moglich. Eine
Pseudarthrose - also ein Falschgelenk - liegt definitionsgeméafs dann vor, wenn die Frak-
turenden nach sechs Monaten noch nicht vereint sind (Mutschler und Haas, 2004). Eine
Frakturiiberbriickung ist in letzterem Fall nicht mehr zu erwarten. Eine Heilung ist in der
Regel nur durch eine chirurgische Intervention moglich. Einerseits ist jeder chirurgische
Eingriff mit Risiken fiir den Patienten verbunden, dariiber hinaus hat er bedeutende sozio-
okonomische Konsequenzen. In den Vereinigten Staaten von Amerika kommt es jahrlich
zu etwa 7,9 Millionen Frakturen, bei denen es in 5-20 % der Fille zu einer verzogerten oder
insuffizienten Heilung kommt (Aspenberg et al., 2010). Bei Femurschaftfrakturen liegt die
Pseudarthrosenrate nach Marknagelung bei 1-5 % und nach Plattenosteosynthese bei 10-
15 % der Félle (Logters et al., 2009). Eine relativ hdufige Fraktur - die Tibiaschaftfraktur
- fiihrt je nach Lokalisation und Schwere der Verletzungen in 10-40 % der Félle zu einer
Pseudarthrose (Zimmermann et al., 2007). Mehrere Studien der letzten Jahre zeigen, dass
die psychische Belastung und das Auftreten posttraumatischer Belastungsstorungen nach
Verletzungen am starksten mit dem , outcome” , also dem Gesundheitszustand nach The-
rapie, korrelieren. Erst dann folgen Faktoren wie ,injury severity score” (ISS), Alter oder
Vorerkrankungen (Zatzick et al., 2004).

3.5.1 Atiologie

Einer der wichtigsten Faktoren, der eine Pseudarthrose bedingen kann, ist eine gestorte
oder mangelnde Blutversorgung der Fraktur. Hierzu kann es bei offenen Frakturen mit
schwerem Weichteiltrauma, aber auch im Rahmen der operativen Versorgung durch eine
tiberméfiige Denudierung des Knochens mit Destruktion des Periosts kommen. Auch ein
Kompartmentsyndrom kann die Frakturheilung beeintrachtigen (Reverte et al., 2011).

Ein weiterer Faktor, der eine Pseudarthrose begiinstigen kann, ist Instabilitdt der Fraktur.

Insbesondere nach Ausbildung des Faserknochens, welcher den Frakturspalt voriiberge-
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hend tiberbriickt, ist tibermaflige Belastung zu vermeiden, da dieser Knochen nur eine
begrenzte Elastizitdtsreserve hat. Hierdurch kann es zum Bruch der neu gebildeten Kno-
chenbilkchen kommen. Besteht eine grofie Defektzone, oder ist die Fraktur im Rahmen
einer Osteosynthese nicht suffizient reponiert worden, verhindert der mangelnde Frag-
mentkontakt die mechanische Stimulation der Frakturenden.

Infektionen treten durch bakterielle Kontamination auf. Sie kommen bei offenen Fraktu-
ren, aber auch als Folge von chirurgischen Eingriffen vor. Die korpereigenen Resorpti-
onsvorgdnge, welche infiziertes Gewebe abbauen, resorbieren auch das im Rahmen der
Granulationsphase neu gebildete Knochengewebe, was den Heilungsprozess beeintréch-
tigt.

Weitere pradisponierende Faktoren sind ein reduzierter Allgemein- oder Erndhrungszu-
stand, hohes Alter, Vorerkrankungen wie Osteoporose, Diabetes mellitus und arterielle
Verschlusskrankheit, bestimmte Medikamente wie nicht-steroidale Antiphlogistika, Ste-
roide oder Zytostatika, Drogen- und Alkoholabusus sowie Nikotinkonsum (Runkel und
Rommens, 2000).

Polytraumatisierte Patienten haben ein erhohtes Risiko zur Pseudarthrosenbildung. Als
Ursache wird die protrahierte Mobilisation und der damit verbundene verminderte Mus-
keltonus und die fehlende Belastung der entsprechenden Extremitit diskutiert (Runkel

und Rommens, 2000).

3.5.2 Klassifikation

Man unterscheidet zwischen angeborenen und erworbenen Pseudarthrosen. Bei den er-
worbenen, welche als Komplikation einer unzureichenden Frakturheilung auftreten, un-
terscheidet man zwischen hypertrophen und atrophen Pseudarthrosen. Hiervon abzu-
grenzen sind die Defektpseudarthrose und die Infektpseudarthrose (Runkel und Rom-
mens, 2000; Meiners et al., 2009).

Hypertrophe Pseudarthrose

Sie entsteht auf der Basis intakter biologischer Heilungsprozesse bei unzureichender Ru-
higstellung der Fraktur. Dies kann im Rahmen der konservativen Therapie geschehen
oder nach einer insuffizienten osteosynthetischen Versorgung, aufgrund einer falschen
Implantatwahl oder sekundérer Materiallockerung. Die tiberméflige Unruhe im Fraktur-

spalt provoziert eine tiberschieffende Kallusproduktion (Meiners et al., 2009) (Vergleiche
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Abbildung 3.2 auf Seite 26).

Atrophe Pseudarthrose

Grundlage dieser Pseudarthrosenform ist eine gestorte biologische Knochenheilung. In
Folge ausgedehnter begleitender Weichteilverletzungen, langstreckiger Triimmersituatio-
nen oder Deperiostierung des Knochens im Rahmen des Traumas oder des chirurgischen
Eingriffs kommt es zu einer gestdrten Blutversorgung. Die Pseudarthrose imponiert im
Rontgenbild durch mangelnde Kallusbildung (Meiners et al., 2009) (Vergleiche Abbil-
dung 3.2 auf Seite 26).

Defektpseudarthrose

Diese Form ist gekennzeichnet durch das Vorliegen eines Knochendefekts in der ehema-
ligen Frakturregion. Sie entsteht ebenfalls aufgrund gestorter Durchblutungsverhéltnisse
- hdufig nach ausgedehntem begleitenden Weichteiltrauma. Die Vitalitdt des Knochens ist
haufig beeintrachtigt (Riiter und Mayr, 1999) (Vergleiche Abbildung 3.2 auf Seite 26).

Infektpseudarthrose

Morphologisch dhnelt diese der atrophen Pseudarthrose. Hinzu kann eine lokale Entziin-
dungsreaktion wie Rotung, Uberwarmung und Schmerz kommen. Sie kann nach offenen
Frakturen mit ausgedehnten Weichteilverletzungen auftreten. Hierdurch kommt es zu
einer Kontamination mit Keimen, welche jedoch auch im Rahmen der operativen Frak-
turversorgung erfolgen kann. Als hiaufige Erreger sind in diesem Zusammenhang Sta-
phylokokken, Enterokokken und Pseudomonas zu erwdhnen. Ein zunehmendes Problem
stellt die Infektion mit multiresistenten Erregern wie ORSA (Oxacillin-), MRSA (Methi-
cillinresistenter Staphylococcus aureus) und ESBL (,,extended spectrum beta lactamase™)
-Bildnern dar (Meiners et al., 2009).
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Abbildung 3.2: Pseudarthrosetypen. Links: Hypertrophe Pseudarthrose, Mitte: Atrophe Pseudarthrose,
rechts: Defektpseudarthrose (aus Mutschler und Haas, 2004, S. 33)

3.5.3 Therapieoptionen der Pseudarthrose
3.5.3.1 Operative Therapie der Pseudarthrose

Die erfolgreiche Therapie einer Pseudarthrose erfordert in der Regel eine chirurgische In-
tervention. Diese richtet sich nach dem vorliegenden Pseudarthrosentyp.

Eine erfolgreiche Therapie der hypertrophen Pseudarthrose erfordert eine stabile Ruhigstel-
lung. Ist die Pseudarthrose im Rahmen einer konservativen Behandlung im Gips entstan-
den, kann eine Plattenosteosynthese zum Therapieziel fithren. Wenn die Pseudarthrose
auf der Grundlage einer unzureichenden osteosynthetischen Ruhigstellung entstanden
ist, muss absolute Stabilitdt im Frakturspalt erzeugt werden (Meiners et al., 2009). Dies
kann durch verschiedene osteosynthetische Techniken erzielt werden, welche von der mi-
nimalinvasiven Einbringung einzelner Zugschrauben bis hin zu komplexen Osteosynthe-
sen reichen.

Da die atrophe Pseudarthrose in der Regel avitales Gewebe im nicht verheilten Frakturspalt
impliziert, ist die Resektion des toten Gewebes und eine Optimierung der lokalen Durch-
blutungssituation zur erfolgreichen Therapie unerldsslich. Der Defekt muss anschliefsend
erneut aufgefiillt und ein stabiles Osteosyntheseverfahren angestrebt werden. In der Re-
gel bietet sich in diesem Fall eine winkelstabile Plattenosteosynthese an (Meiners et al.,
2009).

Analog kann bei der Therapie der Defektpseudarthrose verfahren werden. Besonders an-
spruchsvoll sind hier grofiere Defekte, welche nicht mehr mittels Spongiosa oder eines
kortikospongidsen Spans aufgefiillt werden kénnen. Die maximale Grofse des Defekts,

welcher mittels Knochentransplantation aufgefiillt werden kann, wird in der Literatur mit
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2-4cm angegeben (Meiners et al., 2009; Riiter und Mayr, 1999). In diesen Fillen besteht
die Moglichkeit eines Segmenttransports nach Ilisarov iiber einen Fixateur externe. Hier-
bei wird nach Resektion des Pseudarthrosengewebes vitaler Knochen von einem Ende
tiber den Defekt transportiert. Hinter dem Transportsegment bildet sich dann neuer Kno-
chen. Transportiert wird mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/d (Meiners et al., 2009).
Infektpseudarthrosen erfordern meistens ein mehrzeitiges operatives Vorgehen. Nach intra-
operativer Wundabstrichentnahme erfolgt zunéchst eine radikale Infektsanierung. Samt-
liche avitale Knochenanteile und infiziertes Gewebe wird durch ausgiebiges Debridement
entfernt. In dieser ersten Phase sollte auch in unmittelbarer Infektndhe liegendes Os-
teosynthesematerial entfernt werden. Die Stabilisierung kann dann z.B. mittels Fixateur
externe erfolgen. Die Einlage eines Medikamententrdgers in den entstandenen Defekt
kann erfolgen. Die systemische Antibiose sollte moglichst dem Erregerspektrum ange-
passt werden (Meiners et al., 2009). Wenn sich die Infektion klinisch und laborchemisch
zuriickgebildet hat, erfolgt die weitere Behandlung analog der Therapie der Defektpseudar-
throse. Kritisch ist hier jedoch die Wahl des Osteosyntheseverfahrens zu treffen. Eine Aus-
heilung im Fixateur externe sollte im Hinblick auf die Infektsituation einem internen Fi-
xationsverfahren ggf. vorgezogen werden (Riiter und Mayr, 1999; Meiners et al., 2009).
Zum Aulffiillen kleinerer Defekte unter 2 cm wird hdufig autologes, spongioses Knochen-
material verwendet. Hiervon abzugrenzen sind ebenfalls allogene, kortikospongidse Kno-
chenspéne, welche aus Spongiosa, Kortikalis und Periost bestehen. Die Entnahme dieser
Transplantate erfolgt meistens aus dem vorderen oder hinteren Beckenkamm in derselben
Sitzung. Mafdgeblich fiir den Erfolg dieses Verfahrens ist die Durchblutung des Transplan-
tatlagers. Eine gute Durchblutung hat hohere Heilungsaussichten als ein schlecht durch-
blutetes Transplantatlager. Beim allogenen Knochenersatz wird tiefgefrorenes Knochen-
gewebe aus einer Knochenbank in den Defekt eingebracht. Aufgrund des Risikos von
Krankheitsiibertragungen wie HIV und Hepatitis sowie des hohen logistischen Aufwands
wird dieses Verfahren deutlich seltener angewendet.

In Sonderféllen, insbesondere bei einem ersatzarmen, schlecht durchbluteten Transplan-
tatlager, konnen vaskularisierte Knochentransplantate zum Einsatz kommen (Mutschler
und Haas, 2004).

In der Literatur wird die Erfolgsrate der chirurgischen Therapie der Pseudarthrose mit
75-100 % angegeben (Gollwitzer et al., 2006).
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3.5.3.2 Medikamentose Therapie der Pseudarthrose
BMP - Bone Morphogenetic Protein

Mittlerweile sind mehr als 20 Isoformen dieses Proteins bekannt. Die Wirkung auf die
Frakturheilung von BMP-2 und BMP-7 ist vielfach im Tiermodell untersucht worden. Es
handelt sich um osteoinduktive Substanzen, welche im menschlichen Organismus eine
tragende Rolle bei Skelettentwicklung und Skelettwachstum sowie der Homdostase und
der Frakturheilung haben. Sie gehoren in die Gruppe der , transforming growth factors-£”
(TGF-f3) (Komatsu und Warden, 2010).

BMP muss im Rahmen eines chirurgischen Eingriffs in den Frakturspalt bzw. in das zu-
vor debridierte Pseudarthrosenlager eingebracht werden. Haufig wird es gemeinsam mit
Spongiosa oder einem kortikospongitsen Span eingesetzt.

Zimmermann et al. zeigten, dass die Behandlung von Pseudarthrosen mit BMP erfolgsver-
sprechender zu sein scheint als die alleinige Spongiosa- oder Knochenspantransplantation
(Zimmermann et al., 2007). Im Jahr 2001 ist die Verwendung von BMP-7 zur Therapie von
Pseudarthrosen langer Rohrenknochen durch die FDA genehmigt worden. BMP-2 wurde
im Jahr 2004 zur Therapie offener Tibiaschaftfrakturen von der FDA genehmigt (Jacobs
et al., 2008).

PTH - Parathormon

Parathormon ist als Antiosteoporotikum bereits im klinischen Einsatz. Unter allen Medi-
kamenten, welche zur Therapie der Osteoporose eingesetzt werden, ist es das einzige mit
osteoanaboler Wirkung. Zur Frakturbehandlung am Menschen ist es nicht zugelassen.
Die Applikation erfolgt per subkutaner Injektion. An oral verabreichbaren Prdparaten
wird bereits gearbeitet (Leone-Bay et al., 2001). Eine Operation zur Einbringung des Me-
dikaments an seinen Wirkungsort, wie bei dem zuvor beschriebenen BMP, entfallt.

Im Tierversuch zeigte sich ein positiver Effekt auf die Frakturheilung und das Einheilen
von Implantaten nach Gabe von PTH (Komrakova et al., 2011; Jergensen und Schwarz,
2011; Bukata und Puzas, 2010; Manabe et al., 2007; Chalidis et al., 2007; Ellegaard et al.,
2010).

Die bislang einzige randomisierte, placebokontrollierte Doppelblindstudie fiihrten As-
penberg et al. durch. 102 postmenopausale Patientinnen mit konservativ behandelter Ra-
diusfraktur wurden in die Studie eingeschlossen. Die Patientinnen wurden in drei Grup-
pen a 34 aufgeteilt und erhielten Placebo, 20 ng/kg oder 40 pg/kg Teriparatid einmal tag-

lich s.c. iiber einen Zeitraum von acht Wochen. Die Studie zeigte keine signifikanten Un-
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terschiede zwischen den drei Gruppen (Aspenberg et al., 2010).

Daten zur Therapie von Pseudarthrosen mit Parathormon liegen nicht vor.

Weitere Substanzen

Andere Wachstumsfaktoren neben BMP wie , platelet-derived growth factor” (PDGF) haben
in tierexperimentellen Studien eine Stimulation der Frakturheilung bewiesen (Al-Zube
et al., 2009). Erste klinische Daten zeigen gute Ergebnisse bei der Verwendung von PDGF
im Rahmen von Arthrodesen an der unteren Extremitdt und bei der operativen Therapie
von distalen Radiusfrakturen (Hollinger et al., 2008).

Weitere Arbeiten zu ,,growth and differentiation factor-5” (GDF-5 = BMP-14), ,transfor-
ming growth factors-3” TGF-f5, ,insulin-like growth factor” (IGF-1) und ,growth hormo-
ne” (GH) zeigten im Tierversuch ebenfalls einen positiven Effekt auf die Frakturheilung.
(Komatsu und Warden, 2010). Untersuchungen zu ,platelet-rich plasma” (PRP) ergaben
begrenzten Anhalt fiir eine Forderung der Frakturheilung (Hakimi et al., 2011; Calorietal.,
2009; Komatsu und Warden, 2010).

~Hypoxia-inducible-factor 1 alpha” (HIF-1a) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in verschie-
denen Geweben von Sdugetieren vorkommt. Er spielt in der Entziindungsphase der Frak-
turheilung eine wichtige Rolle. Das im Frakturspalt entstandene Hdmatom ist nicht vas-
kularisiert. Die zentral gelegenen Chondrozyten, welche bei der Kallusentstehung eine
zentrale Rolle einnehmen, sind also auf anaerobe Energiegewinnung in diesem Milleu
angewiesen. HIF-1a spielt im Rahmen dieses anaeroben Metabolismus und der Angioge-
nese eine wichtige Rolle, und erste tierexperimentelle Studien liefern vielversprechende
Daten zu Angriffspunkten am HIF-1a-Pathway (Komatsu und Warden, 2010).
Prostaglandine sind Metabolite von enzymatisch gespaltenen, mehrfach ungeséttigten Fett-
sduren. Tierexperimente zeigen einen stimulierenden Effekt auf die Frakturheilung. Fer-
ner fiihren Prostaglandine zu einer gesteigerten Knochenmasse und biomechanischen Sta-
bilitat (Li M et al., 2007). Starke Nebenwirkungen wie Diarrhoe, Abgeschlagenheit und
Hitzewallungen machen einen klinischen Einsatz jedoch derzeit uninteressant (Komatsu
und Warden, 2010).

Mesenchymale Stammzellen miissen zundchst entnommen und expandiert werden. Anschlie-
end miissen sie auf einen entsprechenden Trdger aufgebracht werden, welcher dann in
die Fraktur chirurgisch implantiert wird (Patterson et al., 2008).

Bei einer koreanischen klinischen Studie an 64 Patienten mit Frakturen der langen Réhren-
knochen wurden autologe Osteoblasten direkt in den Frakturspalt injiziert. Hierbei zeigte

sich bei den Patienten, welche die Stammzelleninjektion erhalten hatten, eine signifikant
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schnellere Frakturheilung (Kim SJ, 2009 et al.). Die intravenose Injektion von menschli-
chen CD34*-Zellen aus vendsem Blut, welche Ratten mit frischen Femurfrakturen injiziert
wurden, fithrte ebenfalls zu einer besseren Frakturiiberbriickung und erhdhte die biome-
chanische Belastbarkeit der Knochen der behandelten Tiere (Matsumoto et al., 2006).

3.5.3.3 Weitere Stimulationsmoglichkeiten der Frakturheilung
Mechanische Stimulation der Frakturheilung

Schon Galileo Galilei postulierte 1638, dass es einen Zusammenhang zwischen mecha-
nischer Belastung und der Skelettarchitektur gibt (Adler, 2010). Das 1892 veroffentlich-
te Wolff’sche Gesetz besagt, dass sich Form und Knochenarchitektur der mechanischen
Beanspruchung anpasst (Wolff, 1892). Frost wies 1987 auf das Vorhandensein eines ho-
moostatischen Kontrollmechanismus des Knochens hin, welcher es dem Knochen ermog-
licht, auf mechanische Anforderungen, denen er ausgesetzt ist, zu reagieren. Der Knochen
passt seine Masse und seinen Aufbau den mechanischen Anforderungen an. Dieser in-
trinsische ,Mechanostat” setzt das Vorhandensein mehrerer unabhéngiger Komponenten
voraus: Einen mechanischen Reiz, der auf den Knochen wirkt, und ein Rezeptorsystem,
welches in der Lage ist, diesen mechanischen Stimulus zu registrieren. Hierdurch wird
eine Reaktion ausgelost, die zu einer Anpassung der Knochenarchitektur an die auf ihn
einwirkende mechanische Beanspruchung fiihrt (Frost, 1987; Hughes und Petit, 2010). Os-
teozyten (vergleiche Abschnitt2.1.2.2, Seite 5) spielen bei der Rezeption der mechanischen
Belastung eine zentrale Rolle. Féllt die mechanische Knochenbeanspruchung unter einen
bestimmten Schwellenwert, kommt es zur Apoptose dieser Zellen. Ubersteigt die mecha-
nische Beanspruchung die Belastungsgrenze des , Mechanostat” , kommt es zu einer Aus-
schiittung anaboler Mediatoren und einer Aktivierung von Osteoblasten (vergleiche Ab-
schnitt2.1.2.1, Seite 5) und folglich zum Knochenaufbau.

Die Untersuchung der Oberarmknochen von professionellen Tennisspielern zeigte eine
bis zu 45 % dickere Kortikalis der Oberarmknochen des , Spielarms” im Vergleich zur Ge-
genseite (Adler, 2010). Fehlende mechanische Beanspruchung fiihrt zu einer Osteopenie.
Die konservative Frakturbehandlung beinhaltet haufig eine Ruhigstellung der betroffenen
Extremitit. Aber auch nach operativer Frakturversorgung kann eine voriibergehende Im-
mobilisierung im Gips notwendig sein. Hierdurch kann es zu einer unzureichenden Kal-
lusiiberbriickung kommen, welche in einer verzogerten Knochenheilung oder Pseudar-

throse miinden kann (Stuermer et al., 2010). Klinische Studien haben gezeigt, dass Mi-
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krobewegungen die Kallusbildung fordern konnen (Yamaji, 2001). Die biologischen und
biomechanischen Grundlagen, welche einen Effekt auf das Skelett haben, sind noch grofs-
tenteils unklar (Chao und Inoue, 2003).

In der Klinik stehen verschiedene Verfahren zur Verfiigung, welche iiber eine mechani-

sche Stimulation zur Forderung der Knochenheilung fiithren.

Ganzkorpervibration

Hierbei befinden sich die Probanden auf einer Plattform. Diese iibt durch oszillierende
Bewegungen eine mechanische Stimulation auf den gesamten Korper aus. Sowohl in tier-
experimentellen Studien, aber auch am Menschen (Verschueren, 2004) konnte ein positi-
ver Effekt auf die Knochendichte (BMD) nachgewiesen werden. Dies ist insbesondere im
Rahmen der Osteoporosetherapie von grofsem Interesse. Einige tierexperimentelle Studi-
en zeigten dariiber hinaus eine die Frakturheilung férdernde Wirkung der Ganzkorper-
vibration (Stuermer et al., 2010; Ogawa et al., 2011). Hinsichtlich der Wirkung auf die

Frakturheilung beim Menschen finden sich in der Literatur keine aussagekréftigen Daten.

Extrakorporale Stoflwellentherapie (ESWT)

Die hochenergetische extrakorporale Stofiwellentherapie (ESWT) ist ein physikalisches
Verfahren. Hierbei werden mechanische Einzelimpulse mit einem Druck- und Zuganteil
tiber eine externe Kopplung in das Gewebe eingeleitet. Die Wirkung entsteht dadurch,
dass akustische Energie in mechanische, thermische oder chemische Energie umgewan-
delt wird. Dies geschieht dadurch, dass verschiedene Gewebe mit unterschiedlichen akus-
tischen Kenndaten durchschallt werden. An den Grenzfldchen, z.B. zwischen Bindegewe-
be und Knochen, treten dann Impedanzspriinge auf. Dadurch kommt es zu einer mecha-
nischen Stimulation, welche sich proportional zur Grofie des Impedanzunterschieds ver-
hélt. Hierdurch kommt es zu Endotheleinrissen, was zu kleinen Einblutungen und einer
Permeabilitdtserhohung der Blutgefdfie mit Odemen fiihrt. Es kommt zu einer Steigerung
der Perfusion und damit zu einer besseren Versorgung mit Néhrstoffen, wodurch wie-
derum die lokale Angiogenese gefordert wird. Daten aus klinischen Studien suggerieren
einen positiven Effekt auf die Frakturheilung und Pseudarthrosen. Es fehlen jedoch ran-

domisierte, kontrollierte Studien, welche diesen Effekt belegen (Gollwitzer et al., 2006).
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Ultraschall

Die FDA bewilligte den Einsatz diese Verfahrens erstmals 1994 zur Beschleunigung der
Frakturheilung bei konservativ behandelten Frakturen. Seit dem Jahr 2000 ist es auch zur
Therapie von Pseudarthrosen genehmigt (Rubin et al., 2001). Der genaue Wirkungsme-
chanismus auf die Osteoblasten ist unklar. Man geht davon aus, dass es durch Scherkréfte
- sogenannte ,fluid-induced shear flow” - unter anderem zu einer gesteigerten Zellpro-
liferation sowie Kollagen- und Proteinsynthese kommt. Die Zellmembranpermeabilitét
wird gesteigert und es kommt zu einem Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration
(Khan und Laurencin, 2008). Eine Ubersichtsarbeit und Metaanalyse von 13 randomisier-
ten, kontrollierten Studien von Busse et al., lieferte eine niedrige bis moderate Evidenz
fiir eine Verbesserung des funktionellen outcomes fiir Patienten mit einer Fraktur (Busse
et al., 2009).

3.5.4 Kombination verschiedener Faktoren

Es gibt Hinweise dafiir, dass die Kombination verschiedener, den Knochenaufbau for-
dernder Faktoren zu einer gegenseitigen Potenzierung fiihrt: In einer 2008 veroffentlich-
ten Studie wiesen Morgan et al. eine bessere Frakturheilung bei der kombinierten Anwen-
dung von BMP-7 und Parathormon bei Kaninchen nach als bei der alleinigen Anwendung
eines der beiden Prdparate (Morgan et al., 2008). Da beide Substanzen unterschiedliche
Phasen der Frakturheilung beeinflussen, besteht hier moglicherweise eine positive Er-
gdnzung. In Zukunft sollte neben der weiteren Erforschung der Wirkung der einzelnen
Substanzen auch die Moglichkeit einer Kombination verschiedener sich gegenseitig er-
ganzender Medikamente erforscht werden.

Eine Studie an 224 ménnlichen Ratten wies einen synergistischen Effekt von PTH im Kom-

bination mit mechanischer Stimulation nach (Kim CH et al., 2003).



Kapitel 4

Material und Methoden

4.1 Versuchstiere und -haltung, Substanzen und Probenge-

winnung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Parathormon auf den Knochen und
die Frakturheilung weiblicher Ratten untersucht. Zu Versuchsbeginn erfolgte die Osteoto-
mie beider proximaler Tibiae bei den Tieren. In den folgenden 35 Tagen wurde den Tieren
tiinf mal pro Woche Placebo oder 40 pg/kg Korpergewicht Parathormon ab dem ersten
Tag oder dem siebten Tag nach Osteotomie subkutan injiziert.

Den Tieren wurden zeitlich gestaffelt vier verschiedene Fluorchrome nach einem zuvor
definierten Plan (siehe Tabelle 4.1 auf Seite 37) injiziert.

Die Dekapitation der Tiere und die Probengewinnung erfolgte fiinf Wochen nach Ver-
suchsbeginn. Eine Ubersicht iiber den zeitlichen Versuchsablauf gibt Abbildung4.1, auf
Seite 34.

41.1 Versuchstiere

Es wurden 36, vier Monate alte, gesunde, weibliche Sprague-Dawley-Ratten (Fa. Winkel-
mann, Borken, Deutschland) in drei Gruppen a 12 Tiere eingeteilt. Die Unterbringung der
Tiere erfolgte in Kéfigen a fiinf Ratten. Die Haltung erfolgte in der zentralen tierexperi-
mentellen Einrichtung der Universititsmedizin Gottingen. Wasser und sojafreies Futter
(ssniff SM R/M, 10 mm-Pellets; ssniff Spezialititen GmbH, Soest, Deutschland) stand den
Tieren zur freien Verfiigung bereit. Die Umgebungstemperatur lag bei 22 °C(+ 1°C) bei ei-

ner relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %. Eine Hell-Dunkel-Periodik von jeweils 12 Stunden

33
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Tag 0 7. Tag 35. Tag
[ | |
t | J

or Totung

Placebo 5x/Woche 1.-35. Tag

1|

I PTH 5x/Woche 1.-35. Tag |
2| |
3| I PTH 5x/Woche 7.-35. Tag I

Abbildung 4.1: Die oberste Linie zeigt den zeitlichen Versuchsablauf. Die unteren drei Linien entspre-
chen den drei Versuchstiergruppen: Gruppe 1 erhielt Placebo vom ersten Versuchstag bis zum 35. lag,
Gruppe 2 erhielt 40 ug/kg Kérpergewicht PTH ab dem ersten Tag bis zum 35. Tag und Gruppe 3 wurden
40 ng/kg Korpergewicht PTH ab dem siebten Versuchstag bis Versuchsende appliziert. Alle drei Gruppen
wurden fiinf mal pro Woche injiziert

wurde eingehalten. Nach 35 Tagen wurden die Tiere getdtet und die Proben gewonnen.

Der Tierversuch war zuvor von der Bezirksregierung Braunschweig genehmigt worden.

4.1.2 Osteotomie

Zundchst wurden die Tiere mit CO, sediert. Die anschlieffende intraperitoneale Narkose
bestand aus Ketamin 90 mg/kg KG (Hostaket®, Fa. Hoechst, Bad Soden) sowie 7,5 mg/kg
KG Xylazin (Rompun®, Fa. Bayer, Leverkusen) im Verhéltnis 5: 3.

Nach Entfernung der Haare an beiden Hinterldufen mit einem Elektrorasierer erfolgte
die Desinfektion der unteren Korperhalfte wonach die Tiere auf einem Operationstisch in
Riickenlage positioniert wurden.

Der Zugang erfolgte iiber der ventro-medialen Tibia in Form eines ca. 3 cm langen Haut-
schnitts. Nach Darstellung der ventralen Tibiakante erfolgte die scharfe Absetzung der
Beugemuskulatur proximal unter Schonung des Periosts. Der Kniegelenkspalt wurde mit
einer Kantile markiert, wonach eine Osteosyntheseminiplatte (5-Loch-Leibinger T-Platte
90°, Titan, Fa. Stryker Leibinger GmbH & Co.KG, Freiburg, BRD) so anmodelliert wurde,
dass sie sich dem Knochen harmonisch anlegte.

Zundchst wurde bei anliegender Platte ein Loch fiir das proximale, ventrale Schrauben-
loch gebohrt und dieses mit einer 7 mm-1,1 mm-Schraube besetzt (Siehe Abbildung 4.3).

Hiernach erfolgte in analoger Weise die Besetzung des distalsten Schraubenloches mit ei-
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Abbildung 4.2: Links im Bild ist das Rontgenbild einer Tibia mit Fibula zu sehen. Die Lécher stammen
von den eingebrachten Schrauben im Rahmen der Plattenosteosynthese. Zu sehen ist ebenfalls der teilweise
iiberbaute metaphyséire Osteotomiespalt. Das rechte Bild zeigt das Praparat eines gesamten Skeletts einer
Ratte (mit freundlicher Genehmigung von Enault, 2012)

ner 4mm 1,1 mm Schraube. Die optimale Plattenlage setzte voraus, dass beide proximalen
Schraubenlocher auf Hohe der Epiphysenfuge lagen, wobei die Patellarsehene proximal
des geplanten Osteotomiespalts ansetzen sollte. Im Anschluss wurden die Locher fiir die
restlichen beiden Schrauben gebohrt, jedoch nicht besetzt. Das auf Hohe der geplanten
Osteotomie gelegene Plattenloch wurde nicht verwendet. Zundchst wurde die Platte zur
Durchfithrung der Osteotomie wieder entfernt. Dieses Vorgehen garantierte eine anato-
misch korrekte Reposition aufgrund der bereits vorgebohrten Schraubenldcher.

Die Osteotomie erfolgte mit gepulstem Ultraschall (OT 7 Piezosurgery®, Mectron Medical
Technology, Carasco, Italien) etwa 7 mm distal der tibialen Gelenkfldche in der proxima-
len Tibiametaphyse. Der Osteotomiespalt hatte eine Breite von einem mm.

Nach endgiiltiger Refixation der Platte wurde die zuvor abgeldste Beugemuskulatur mit-
tels einer 4.0-Vicrylnaht (Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, BRD) refixiert und
die Cutis nach erneuter Wunddesinfektion mittels Klammerung (Michels wound brackets
7,5x1,75mm, Gebriider Martin GmbH & Co.KH, Tuttlingen, BRD) verschlossen.

Die Osteotomie der kontralateralen Tibia erfolgte im Anschluss in analoger Weise. Ab-
schliefiend wurde den Tieren ein NaCl-Depot von 2 ml s.c. injiziert, um eine postoperative
Dehydratation zu vermeiden. Bis zum vollstaindigen Ausklingen der Narkose wurden die

Tiere in einem erwdrmten und mit Zellstoff ausgekleideten Kifig platziert.
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Abbildung 4.3: Die Abbildung zeigt ein Rontgenbild einer osteotomierten und plattenosteosynthetisch ver-
sorgten Rattentibia. Links im Bild ist die anterior-posteriore Ebene (a.) zu sehen und rechts die sagittale
Projektion (b.). Der schmale Pfeil zeigt auf den Osteotomiespalt. Das Praparat stammt von einem der Tiere,
welche PTH ab dem 7. Tag erhalten hatten (Komrakova et al., 2010, S. 3)

4.1.3 Parathormon

Nach der Osteotomie erhielten die 12 Tiere der ersten Gruppe Placebo in Form von 0,2 ml
s.c. 0,9 %iger Kochsalzlosung. Von den beiden Gruppen, welche mit PTH behandelt wur-
den, erhielt eine Gruppe ab dem ersten Tag nach Osteotomie 40 ng/kg Korpergewicht
PTH auf 0,2ml 0,9 % ige NaCl subkutan injiziert. Die Tiere der dritten Gruppe wurden
erst ab dem siebten Tag nach Osteotomie mit derselben Dosis PTH behandelt.

414 Intravitale Fluoreszenzmarkierung

Diese Untersuchung ermoglicht es, Informationen im Bezug auf den zeitlichen Ablauf der
Umbauprozesse im Knochen zu gewinnen. Fiir diese Arbeit von besonderer Bedeutung
sind diese Vorgdnge im Bereich der Frakturzone und des sich bildenden Kallus. Durch
die zeitlich zuvor festgelegte intravitale Injektion verschiedener Farbstoffe - sogenann-

te Fluorochrome - kann die Dynamik der Frakturheilung abgebildet werden (Rahn, 1976).
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Die applizierten Farbstoffe binden an Kalzium, wodurch ein Chelatkomplex entsteht, wel-
cher in dem zu diesem Zeitpunkt mineralisierenden Knochen eingelagert wird. Markiert
wird also bereits neu gebildeter und in der Mineralisierungsphase begriffener Knochen,
welcher jedoch noch nicht durch einen anderen zuvor applizierten Farbstoff markiert ist.
In der vorliegenden Arbeit wurden nacheinander insgesamt vier verschiedene Fluoro-
chrome injiziert. Dadurch bildeten sich farblich unterschiedliche Banden. Einen Uberblick
tiber die Farbstoffe, ihre jeweilige Abkiirzung und Farbe unter fluoreszentem Licht gibt
Tabelle (siehe 4.1 auf Seite 37).

Nach entsprechender Praparation und Aufarbeitung (siehe4.3.1 auf Seite 41), konnte im
Rahmen fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen (siehe Abschnitt 4.4 auf Seite 46) je-
de Farbbande mit einem Zeitabschnitt, zu dem der entsprechende Farbstoff injiziert wor-
den war, korreliert werden. Die Farbstoffe wurden subkutan als Bolus injiziert. Als Trager
diente destilliertes Wasser fiir XO, CG, AK und NaCl fiir TC. Alizarinkomplexon (AK)
wurde zwei mal - am 22. und am 24. Tag - gespritzt, da Vorversuche gezeigt hatten, dass

die Farbung ansonsten nur sehr schwach ausgepragt war.

Fluorochrom Farbe Dosierung Applikations- Markierungs-
[mg/kg] tag zeitraum

Xylenolorange Orange 90 13. 0.-13.

Tetranatriumsalz (XO)

Fluorescein- Griun 10 18. 13.-18.

komplexon (CG)

Alizarin- Rot 30 22.und 24. 18.-24.

komplexon (AK)

Tetracyclin- Gelb 25 35. 24.-35.

Hydrochlorid (TC)

Tabelle 4.1: Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Fluoreszenzmarker und die entspre-
chende Farbe. Entsprechend dem Zeitpunkt der Applikation des jeweiligen Farbstoffs (Tag nach Osteoto-
mie) wurden diese vom sich neu bildenden Frakturkallus eingebaut (Markierungszeitraum nach Osteoto-
mie). Riickwirkend konnte so das entsprechende Kallusgewebe dem Zeitabschnitt, wihrend dem es gebildet
wurde, zugeordnet werden

4.1.5 Obduktion und Praparation

Am 35. Tag nach Osteotomie erfolgte die Dekapitation der zuvor mittels CO, sedierten
Tiere. Es erfolgte die Praparation der Tibiae sowie fiir weitere Untersuchungen im Rah-

men anderer Arbeiten der Femora, Wirbelkorper und die Uterus- und Skelettmuskulatur.
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4.1.6 Praparation der Tibiae

Zur Entnahme der Tibiae wurde zundchst die Exartikulation in Knie- und anschliefsend
im Sprunggelenk durchgefiihrt. Tibia und Fibula wurden im Verbund entnommen. An-
schliefiend wurden die Knochen vom restlichen Weichgewebe sorgfaltig befreit und das
Osteosynthesematerial entfernt.

Die Knochen wurden randomisiert -jeweils links oder rechts- bis zum Beginn der jeweili-
gen Versuche bei -20 °C konserviert. Eine Tibia wurde fiir den Biegeversuch und die kon-
tralaterale Tibia fiir die mikroradiographischen und fluoreszenzmikroskopischen Aus-

wertungen verwendet.

4.2 Biomechanischer Biegeversuch an der Tibia

Der Biegeversuch an der Tibia erfolgte an einer Kompressionsmaschine zur Festigkeitsun-
tersuchung fiir Werkstoffe (Typ 145660 2020/ TND Zwick/Roell, Ulm, Germany). Der Ver-
suchsaufbau war zuvor validiert worden (Stuermer et al., 2006). Der Untersucher wusste
zum Zeitpunkt der Messungen nicht, zu welcher Versuchsgruppe das jeweilige Praparat
gehorte.

Die Tibiae wurden auf einem Aluminiumblock platziert. Eine in den Block eingefriste
Rille, in welcher der dorsale Anteil des Tibiakopfs zu liegen kam, verhinderte das Ver-
rutschen der Proben wihrend des Versuchs. Zusitzlich wurde der Knochen von zwei an
jeder Seite angebrachten Inbusschrauben vor seitlichem Verrutschen und Verkippen ge-
schiitzt (siehe Abbildung4.4 a.).

Der Stempel, iiber welchen die Kraftiibertragung erfolgte, wurde auf Hohe der Metaphyse
heruntergefahren und bei einer Vorlast von 1N automatisch angehalten. Nach Uberprii-
fung der korrekten Lage des Knochens und des Stempels, wobei darauf geachtet wurde,
dass der Stempel einen Millimeter distal vom Osteotomiespalt ansetzte, wurde der Ver-
such gestartet. Die Steuerung der Maschine und die Aufzeichnung der Messdaten in Form
eines Kraft-Weg-Diagramms erfolgte iiber die Software ,testXpert”. Der Versuch wurde
vom Untersucher manuell unterbrochen, sobald es im aufgezeichneten Diagramm zu ei-
nem abrupten Abfall der zuvor linear ansteigenden Kurve kam. Dadurch sollte eine er-
neute Fraktur des ehemaligen Osteotomiespaltes verhindert werden (siehe Abbildung 4.4
b. auf Seite 39).
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Abbildung 4.4: Biomechanischer Biegeversuch einer Rattentibia, modifiziert nach (Stuermer et al., 2006).
Abbildung a. zeigt die Haltevorrichtung fiir die Tibiae. Der Tibiakopf kommt mit dem dorsalen Anteil in
der hierfiir vorgesehenen Rille zu liegen. Jeweils zwei Inbusschrauben sichern den Knochen am Schaft vor
Verrutschen. Abbildung b. zeigt die Haltevorrichtung in der typischen Position in der Kompressionsma-
schine. Am oberen Bildrand iiber der proximalen Tibia steht der Stempel, iiber den auf den Knochen Kraft
ausgetibt wird. Auch der Stempel hat ein konkaves Rddchen, welches die Position des Knochens sichert

4.2.1 Messparameter

Die von der Software ,testXpert”ermittelten Rohdaten wurden mit Microsoft Excel®ta-
bellarisch dargestellt und ausgewertet. Ein Beispiel eines solchen Graphen zeigt Abbil-
dung 4.5 auf Seite 40.

Elastizitit

Der anfiangliche lineare Anstieg des Graphen im aufgezeichneten Kraft-Weg-Diagramm
entspricht der reversiblen elastischen Verformung des Knochens (Stuermer et al., 2006).

Die Angaben erfolgen in Newton (N) pro Millimeter (mm).

Streckgrenze (yield load)

Mit zunehmender Krafteinwirkung kommt es zur irreversiblen, sogenannten plastischen
oder mechanischen Verformung. Der Graph flacht nun zunehmend ab. Zur genauen Be-
stimmung dieses Umschlagpunktes wurde die Regressionsgerade aus dem noch zuvor
linearen Anstieg des Graphen und die dazugehorige Standardabweichung errechnet. Als
Streckgrenze oder , yield load”wird der Punkt, an dem die Kurve den Bereich der doppel-
ten Standardabweichung der Regressionsgeraden verldsst, bezeichnet. Die Angabe erfolgt
in Newton (N) (Stuermer et al., 2006).
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Abbildung 4.5: Die Abbildung zeigt die Kurve im Rahmen einer biomechanischen Untersuchung einer
Tibia. Wédhrend des initialen linearen Anstiegs unterliegt der Knochen einer plastischen, reversiblen Verfor-
mung. Sobald die einwirkende Kraft die reversible Verformung des Knochens tibersteigt, kommt es zu einer
Abflachung der Kurve und der Knochen beginnt sich irreversibel zu verformen. Nimmt die Kraft weiter zu,
kommt es schliefSlich zur Fraktur, was zu einem abrupten Abfall des Graphen fiihrt (Stuermer et al., 2006)
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4.2.2 Auswertung
4.3 Mikroradiographie

4.3.1 Probenerstellung

Zunichst wurden die Proben {iiber eine ansteigende Alkoholreihe entwéssert und entfet-
tet. Die Tibiae wurden fiir jeweils eine Woche in vergélltem Ethanol der Konzentratio-
nen 40 %, 70 %, 80 %, 100 % aufbewahrt. Nach Zwischenlagerung in einem Gemisch aus
Ethanol und Methylmethacrylsdure (MMA) zu gleichen Anteilen folgte die Einbettung.
Hierzu wurden die Prdparate einzeln in Rollrandflaschen deponiert. Die Flaschen wur-
den anschliefSend mit einem Gemisch aus 1000 ml MMA, 200 ml Dibutylphthalat und 29 g
Benzoylperoxid (Fa. Merck) befiillt, wobei eine Rollrandflasche ein Volumen von etwa
40 ml fasst.

Nach Aushértung des Gemisches wurden die Methylmethacrylatblocke aus den Flaschen
entfernt und mit einer Innenlochsidge (Leica Sdgemikrotom) in 150 pm (+20 pm) dicke
Schnitte gesdgt. Die Schnittebene fiir das Sdgemikrotom wurde so gewdahlt, dass sie mit
der ehemaligen Schraubenebene iibereinstimmte.

Drei zentrale Schnitte wurden im Anschluss mit einem Rontgengerdt (Cabinet X-Ray-
System, Faxitron Series, Modell-Nr. 43855A, Hewlett Packard, San Diego, USA) bei einer
Roéhrenspannung von 10kV, einer Stromstdrke von 0,3 mA und einer Belichtungszeit von
drei Minuten auf langsamem Industriefilm (Kodak Professional Film, INDUSTREX SR45
Film ISO 9002) gerontgt.

Die histologischen Schnitte wurden danach auf Objekttrégern (52 x 76 mm) mit Eukitt®(Fa.
Kindler, Freiburg, Deutschland) staubfrei eingedeckt. und die fertigen Objekttrager in

willkiirlicher Reihenfolge archiviert.

4.3.2 Auswertung
Benutzerspezifische Eichung des Messvorgangs

Zur im Polgenden beschriebenen Auswertung der Mikroradiographien mussten vom Un-
tersucher mehrere Einstellungen und Arbeitsschritte von Hand durchgefiihrt werden.
Zur Minimierung untersucherbedingter Messungenauigkeiten wurden deshalb samtli-
che Auswertungen vom selben Untersucher durchgefiihrt. Aufierdem erfolgte vorab eine
Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Hierzu wurden an fiinf aufeinan-

derfolgenden Tagen jeweils fiinf Mikroradiographien durch den Untersucher ausgewer-
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tet. Hierbei wich keines der Einzelergebnisse vom Mittelwert um mehr als + 10 % ab.

Einlesen der Mikroradiographie

Zunichst erfolgte die Digitalisiserung der Praparate. Hierzu wurden samtliche Préparate
moglichst identisch innerhalb des von der Software (Leica Quantimet QWin 2003) vor-
gegebenen Messrahmens positioniert und von dem Auswertungsprogramm erfasst. Die
Osteotomielinie wurde an einer horizontal im Bild verlaufenden Linie zentral ausgerich-
tet. Die abgebildeten Knochenanteile wurden schematisch in drei Zonen oder sogenannte

,regions of interest”(ROI)) eingeteilt:

1. ventro-mediale Zone (= V)
2. dorsale Zone (=d)

3. endostale Zone (=€)

Demnach wurden die ventral gelegenen Knochenbereiche rechts im Bild und die dorsalen
Abschnitte links positioniert. Die proximalen wurden im oberen Bildabschnitt platziert,
wihrend die distalen Anteile im unteren Bildrand zu liegen kamen (Siehe Abbildung 4.6
auf Seite 43). Verwendet wurde hierzu eine mit dem Rechner (Intel®Pentium®4, 2,6 GHz)
verbundene Spezialkamera (Leica DC 300 F). Es wurde ein 1,0 er Objektiv mit 10,0 er Oku-
lar eingesetzt. Hieraus ergab sich eine 10-fache Vergrofierung. Die Schnitte wurden da-
durch in optimaler Grofie auf dem Monitor abgebildet. Fiir samtliche Proben wurde eine
Belichtungszeit von 345 ms gewé&hlt. Nach dem Einlesen und der Speicherung der Bilder

konnten diese mit einem hierfiir entwickelten Programm ausgewertet werden.

Festlegung der Grauschwellenwerte

Auf den Mikroradiographien stellt sich Knochen Weif$ bis Dunkelgrau dar. Das abgebil-
dete Knochengewebe wurde von der Software im Rahmen eines automatisierten Schrittes
erfasst. Die von der Software getroffene Auswahl musste jedoch in der Regel manuell
nachjustiert werden, um zu gewéhrleisten, dass samtliches Knochengewebe zur weiteren

Bearbeitung ausgewihlt war. Hierbei wurde im Zweifel eine Uberdetektion préferiert.

Flachendefinition

Zunichst mussten die jeweilig zu untersuchenden Flachen bestimmt werden. Dies erfolg-

te manuell iiber ein Graphik-Pad. Der Untersucher konnte tiber dieses Pad die jeweilige
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Cle Cl.v

Abbildung 4.6: Die Abbildung zeigt eine Mikroradiographie links. Rechts sind schematisch Kallus ventral
(Cl.v), Kallus dorsal (Cl.d) und Kallus endostal (Cl.e) sowie Kortikalis ventral (Ct.v) und Kortikalis dorsal
(Ct.d.) dargestellt.

Flache umfahren, was in Form einer diinnen Linie angezeigt wurde. Im Nachhinein be-
stand die Moglichkeit, diese Linie bei Ungenauigkeiten manuell zu korrigieren. Da es sich
bei den Praparaten um zweidimensionale Abbildungen eines dreidimensionalen Korpers
handelte, konnte es sein, dass zusammengehorige Flachen auf der Abbildung getrennt
erschienen. Uber die Software bestand die Moglichkeit, voneinander getrennte, jedoch
zueinander gehorige Areale einzeln auszuwédhlen und einander zuzuschreiben. Folgende
Flachen wurden in diesem Arbeitsschritt bestimmt:

Knochenfliiche gesamt, einschliefilich des Kallus

Hierzu wurde der gesamte abgebildete Knochen umfahren.

Kortikalisfliiche proximal, ventral

Der Untersucher markierte die proximale, ventrale Korikalisflache

Kortikalisfliche proximal, dorsal

Der Untersucher markierte die proximale, dorsale Korikalisfliche

Kortikalisfliche distal, ventral

Der Untersucher markierte die distale, ventrale Korikalisflache

Kortikalisfliche distal, dorsal

Der Untersucher markierte die distale, dorsale Korikalisflache

Kallusfliiche ventral

Hierzu wurde die ventrale Kallusflache markiert

Kallusfliche dorsal

Es wurde die dorsale Kallusflaiche umfahren

Kallusfliiche endostal
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Der Untersucher markierte den gesamten endostalen Kallus
Trabekelfliche distal
Die distal des Osteotomiespalts gelegene Trabekelfliche wurde umfahren.

Durchmesserbestimmung

Kortikalisdicke distal, ventral

Hierzu legte der Untersucher fiinf Vektoren durch die Kortikalis in unmittelbarer Ndhe
der Osteotomie. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Vektoren beide Kortikalisgren-
zen Uiberschritten. Die Software konnte die Vektoren anschlieffend aufgrund der zuvor
definierten Kortikalisfliche (vergleiche Abschnitt4.3.2 auf Seite 42) entsprechend der tat-
sdchlichen Kortikalisdicke anpassen.

Kortikalisdicke distal dorsal

Die Vektoren wurden analog wie im vorherigen Abschnitt beschrieben platziert, jedoch

in der dorsalen - also plattenfernen Kortikalis.

Kallusdicke ventral

Der Untersucher platzierte zehn Vektoren orthogonal zur Langsachse des Knochens durch
den Kallus. Jeweils funf der Vektoren wurden dabei oberhalb, die anderen fiinf unterhalb
des Osteotomiespaltes angelegt. Auch hier mussten die Vektoren die Grenzen des Kallus
uberschreiten. Basierend auf der zuvor definierten Kallusfliche, konnte die Software die
Lange der Vektoren der tatsdchlichen Kallusausdehnung anpassen.

Kallusdicke dorsal

Vergleiche hierzu die Bestimmung der ventralen Kallusfldche. Es wurde analog, jedoch an

der dorsalen - also plattenfernen Kortikalis - verfahren.

4.3.3 Messparameter

Tabelle 4.2 auf Seite 45 gibt einen Uberblick iiber die von der Software anhand der zuvor

bestimmten Werte errechneten Parameter.
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Parameter Bedeutung Einheit
Kortikalisdicke Arithmetisches Mittel der unter Abschnitt 4.3.2

distal ventral beschriebenen Vektoren mm
Kortikalisdicke Arithmetisches Mittel der unter Abschnitt 4.3.2

distal dorsal beschriebenen Vektoren mm
Knochenflichendichte  Prozentualer Knochenanteil des zuvor

Trabekel distal als "Trabekelflache distal"definierten Areals %
Knochenflichendichte  Prozentualer Knochenanteil der zuvor

Kortikalis distal ventral als "Kortikalis distal plattennah"definierten Flache %
Knochenflachendichte  Prozentualer Knochenanteil der zuvor

Kortikalis distal dorsal  als "Kortikalis distal plattenfern"definierten Flache %
Knochenflichendichte  Prozentualer Knochenanteil der zuvor

Kallus dorsal als "Kallus plattenfern"definierten Flache %o
Knochenflichendichte  Prozentualer Knochenanteil der zuvor

Kallus ventral als "Kallus plattennah"definierten Flache %
Knochenflachendichte  Prozentualer Knochenanteil der zuvor

Kallus endostal als "Kallus endostal"definierten Flache %
Kallusdicke Arithmetisches Mittel der zur Bestimmung der

dorsal plattenfernen Kallusdicke angelegten Vektoren mm
Kallusdicke Arithmetisches Mittel der zur Bestimmung

ventral der plattennahen Kallusdicke angelegten Vektoren =~ mm
Anzahl Trabekel- Absolute Anzahl der Trabekelkreuzungen inner-
kreuzungen halb des Areals "Trabekelfldche distal" n
Dichte Trabekel- Anzahl der Trabekelkreuzungen pro mm? inner-
kreuzungen halb des Areals "Trabekelfldche distal" n/mm?
mittlere Trabekel- Arithmetisches Mittel der Trabekeldicke in dem

dicke als "Trabekelfldche distal"beschriebenen Areal pm

Tabelle 4.2: Die Messparameter der Mikroradiographie sind in der linken Spalte aufgefiihrt. Die Bedeu-
tung des jeweiligen Parameters ist in der mittleren Spalte dargelegt. In der rechten Spalte befindet sich die

entsprechende Einheit.
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4.4 Polychrome Fluoreszenzmarkierung

4.4.1 Betrachtung und Digitalisierung der histologischen Priparate

Die zuvor angefertigten histologischen Praparate wurden unter einem Auflicht-Fluores-
zenz-Stereomakroskop (Leica Stereomakroskop MZ 7-5 mit FluoCombi III) in Blaufluo-
reszenz betrachtet. Es wurde ein 1,0er Objektiv und ein 10,0er Okular gewihlt, woraus
sich eine zehnfache Vergrofierung ergab. Wie im Abschnitt4.3.1 auf Seite 41 beschrieben,
wurden bei den Praparaten zunédchst schematisch drei , regions of interest”(ROI) definiert:
Eine ventro-mediale Zone (=v), eine dorsale Zone (= d) und eine endostale Zone (=e). Die
Ausrichtung der Prédparate erfolgte hiernach analog der Platzierung zur mikroradiogra-
phischen Untersuchung.

Die Lichtquelle, eine Quecksilberhdchstdrucklampe, hat eine Leistung von 50 Watt. Ein
Anregungsfilter fiir den Wellenldngenbereich von 450 bis 490 nm ermoglichte die notwen-
dige Fluorochromanregung durch blaues Licht. Die Bilder wurden anschliefSend iiber eine
Kamera (Leica DC 300F) eingelesen und digital auf einem Computer (Intel®Pentium®4,
2,6 GHz) gespeichert.

Mit der Software Leica Quantimet QWin 2003 kann die Belichtungszeit individuell ange-
passt werden. In diesem Fall wurde eine Zeit von 9,7 s bis 12,9 s gewdahlt. Die Bildhelligkeit
kann iiber einen in die Software ebenfalls integrierten Gain-Regler gesteuert werden, wo-
bei fiir diese Auswertung die Bildhelligkeit um den Faktor drei intensiviert wurde. Diese
Einstellungen waren im Rahmen vorausgegangener Versuche bereits getestet und vali-
diert worden (Sehmisch et al., 2009).

4.4.2 Auswertung

Die Auswertung erfolgte im Blindversuch tiber eine eigens hierfiir entwickelte Erweite-
rung, welche fiir die AuswertungsSoftware (Leica Quantimet QWin 2003) entwickelt wor-
den war.

Die Gruppenzugehorigkeit der einzelnen Praparate war dem Untersucher zum Zeitpunkt

der Untersuchung nicht bekannt.
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Abbildung 4.7: Dargestellt sind links in Schwarz-Weifs Mikroradiographien und rechts Beispielabbildungen
des Fluoreszenzversuches. Es handelt sich um jeweils benachbarte Schnitte desselben Knochens. Von oben
nach unten zeigt die oberste Zeile eine Probe der Kontrollgruppe. Die mittlere Zeile entspricht einer Probe
der Gruppe, welche PTH ab dem 1. Tag, die untere Zeile einer Probe der Gruppe, welche PTH ab dem 7.
Tag bekommen hat. Die im Bild linksseitig liegende Kortikalis entspricht fiir jede Probe der dorsalen, also
plattenfernen Kortikalis. Deutlich zu sehen ist der Kallus, welcher an der dorsalen Kortikalis bei den Tieren
welche PTH erhielten, besonders kréftig imponiert. Dabei zeigt sich der Kallus der Tiere der Gruppe drei
(PTH ab Tag 7) besonders kriftig. Vergleiche auch Abbildung 4.6 auf Seite 43
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4.4.21 Messparameter

Anschliefsend erfolgte die Bestimmung der in Tabelle 4.3 auf Seite 48 dargestellten Para-

meter:
Parameter Bedeutung Einheit
Gesamtkallusflache
ventral Absolute Kallusfliche ventral mm?
Gesamtkallusflache
dorsal Absolute Kallusflache dorsal mm?
Gesamtkallusflache
endostal Absolute Kallusfliche endostal ~ mm?
Kallusflache Fluoresceinkomplexon Absolute Fldache des ventralen
(Griin) ventral CG-gefarbten Kallus mm?
Kallusflache Fluoresceinkomplexon Absolute Fliche des dorsalen
(Griin) dorsal CG-gefarbten Kallus mm?
Kallusflache Fluoresceinkomplexon Absolute Flache des endostalen
(Griin) endostal CG-gefdarbten Kallus mm?
Kallusflache Alizarinkomplexon Absolute Flache des ventralen
(Rot) ventral AK-gefarbten Kallus mm?
Kallusflache Alizarinkomplexon Absolute Flache des dorsalen
(Rot) dorsal AK-gefirbten Kallus mm?
Kallusflache Alizarinkomplexon Absolute Flache des endostalen
(Rot) endostal AK-gefiarbten Kallus mm?
Kallusflache Tetracyclin- Absolute Flache des ventralen
Hydrochlorid (Gelb) ventral TC-gefarbten Kallus mm?
Kallusflache Tetracyclin- Absolute Flache des dorsalen
Hydrochlorid (Gelb) dorsal TC-getarbten Kallus mm?
Kallusflache Tetracyclin- Absolute Flache des endostalen
Hydrochlorid (Gelb) endostal TC-gefarbten Kallus mm?

Tabelle 4.3: Die linke Spalte listet den jeweiligen Messparameter der Fluoreszenzmikroskopie auf. In der
mittleren Spalte ist der jeweilige Parameter erldutert. Die rechte Spalte zeigt die entsprechende Messeinheit

Die mittels Xylenol Orange in der frithen Knochenheilungsphase angefarbte Bande stell-

te sich nur sehr schmal dar, sodass eine standardisierte Auswertung nicht moglich war,

weshalb diese Daten von der Auswertung ausgeschlossen werden mussten.
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4,5 Statistik

Samtliche Signifikanzen wurden mittels der one-way ANOVA und des Tukey-Kramer-
post-hoc-Tests ermittelt. Fiir alle Ergebnisse wurde p <0,05 als signifikant gewertet. Ver-
wendet wurde die Software Prism TM, GraphPad® v4.0, San Diego, USA.



Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 Korpergewicht und Futteraufnahme der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden vor Versuchsbeginn und im Anschluss einmal wochentlich ge-
wogen. Tabelle 5.1 gibt eine Ubersicht tiber die Entwicklung des Kérpergewichts der Tiere
entlang des Versuchs. Die Unterschiede waren nicht signifikant.

Der wochentliche Futterverbrauch wurde ermittelt, indem am Ende jeder Woche der im
Kéfig verbliebene Futterrest bestimmt wurde. Zu Beginn jeder Versuchswoche wurde eine
vordefinierte Futtermenge in den Kifigen platziert, sodass am Ende die Differenz ermit-
telt werden konnte. Tabelle 5.2 zeigt die wochentliche Futteraufnahme der Tiere der drei
Gruppen im Verlauf des Versuchs. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im

Futterverbrauch der Gruppen.

50
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Gruppe Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht
Versuchsbeginn 1. Woche 2. Woche 3.Woche 4. Woche 5. Woche
ing ing ing ing ing ing
Kontrolle 266 +17 264 +21 268+14 282+30 273+14 276+14
PTH (1.d) 277 £13 272 +£12 268 +13 278+9 278 +12 285+12
PTH (7.d) 271 +12 255 +21 266+13 275+16 272+16 273 +15
300 _|
o0 »ﬁ% 444 %’r vig———tY
% 200 _|
LGD% 100 _|

U—T—T—?—?—?

Zeit in Wochen ab Versuchsbeginn

Tabelle 5.1: Tabelle und graphische Darstellung des Korpergewichts mit Standardabweichung der drei Ver-
suchstiergruppen zu Versuchsbeginn und die wochentliche Entwicklung. Es gab keine signifikanten Unter-
schiede unter den Gruppen. Graphische Darstellung der Gewichtsentwicklung der Versuchstiere: Werte der
Kontrollgruppe in Rot, PTH (1.d) in Griin und PTH (7.d) in Blau.

Gruppe 1. Woche 2. Woche 3.Woche 4. Woche 5. Woche

Kontrolle 14,3+25 176+0,7 17,6+0,6 17306 17,7+1,0
PTH(1.d) 14016 169+0,7 173+27 19,1+0,7 189+0,7
PTH(7d) 128+04 172+02 174+05 17302 179+0,7

Zeit in Wochen ab Versuchsbeginn

Tabelle 5.2: Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Futteraufnahme fiir alle drei Versuchstiergruppen und die
jeweilige Standardabweichung. Es gab keine signifikanten Unterschiede unter den Gruppen. Graphische
Darstellung der Gewichtsentwicklung der Versuchstiere: Werte der Kontrollgruppe in Rot, PTH (1.d) in
Griin und PTH (7.d) in Blau.
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5.2 Ergebnisse des Biegeversuchs an der Tibia

Die Mittelwerte und jeweiligen Standardabweichungen der Versuchsergebnisse sind ta-
bellarisch aufgefiihrt. Zur graphischen Darstellung wurden Balkendiagramme gewéhlt.
Signifikanzen sind wie folgt gekennzeichnet: Ein Stern (*) wurde fiir signifikante Unter-
schiede zwischen den beiden PTH-Gruppen und der Kontrollgruppe gewdahlt. Ein Dop-
pelkreuz (#) kennzeichnet einen signifikanten Unterschied unter den PTH-Gruppen.

Im Folgenden wird die Kontrollgruppe als Kontrolle bezeichnet. Die Gruppe, welche PTH
ab dem ersten Tag erhalten hat wird als PTH (1.d) und die Gruppe, welche PTH ab dem
siebten Versuchstag erhalten hat als PTH (7.d) bezeichnet.

Yield Load PTH (7.d) zeigte den hochsten Wert mit 64,33 +7,526 N, gefolgt von PTH
(1.d) mit 49,39 + 3,784 N und der Kontrolle mit 32,85 + 2,681 N (siehe Tabelle 5.3). Die Un-
terschiede zwischen der Kontrolle und PTH (1.d), sowie zwischen der Kontrolle und PTH

(7.d) waren signifikant.

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
inN abweichung Skala in N
Yield Load
Kontrolle 32,85 + 2,681 | =
PTH (1.d) 49,39 +3784 | =
PTH (7.d) 64,33 +7526 | =3
0 20 40 60 80

Tabelle 5.3: Dargestellt sind die Mittelwerte fiir ,yield load ” und die korrespondierenden Standardabwei-
chungen
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Steigung Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Den hochsten Wert erreichte
PTH (7d) mit 120,70+5795N/mm, gefolgt von PTH (1.d) mit
105,50 + 7,288 N/mm und der Kontrolle mit 90,94 + 13,530 N/mm (siehe Tabelle 5.4).

Gruppe  Mittelwert Standard- Graphische Darstellung
in N/mm abweichung Skala in N/mm
Steigung
Kontrolle 90,94 + 13,530 | —
PTH (1.d) 105,50 + 7288 | =
PTH (7.d) 120,70 + 5,795 | S
0 40 80 120

Tabelle 5.4: Dargestellt sind die Mittelwerte fiir die Steigung und die entsprechende Standardabweichung
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5.3 Ergebnisse der Mikroradiographie

Im Folgenden sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung der mikrora-
diographischen Analysen tabellarisch aufgefiihrt und graphisch in Form von Balkendia-
grammen dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden PTH-Gruppen und
der Kontrollgruppe sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede
zwischen den beiden PTH-Gruppen sind mit einem Doppelkreuz (#) gekennzeichnet.
Die Kontrollgruppe wird weiterhin als Kontrolle bezeichnet. PTH (1.d) bezieht sich auf
die Tiere, welche PTH ab dem ersten Tag erhalten haben und PTH (7.d) auf jene, welche
PTH ab dem siebten Versuchstag erhalten haben.

Kortikalisdicke distal ventral Die Kontrolle zeigte mit 0,3684 +0,0119 mm den hochsten
Wert. Ein anndhernd identischer Mittelwert zeigte sich bei PTH (7.d) (0,3681 + 0,0158 mm).
PTH (1.d) lag mit 0,3221 + 0,0201 mm darunter (siehe Tabelle 5.5). Die Differenz wurde als

nicht signifikant gewertet.

Kortikalisdicke distal dorsal Die Kontrolle (0,5245 +0,0131 mm) zeigte gegeniiber den
beiden anderen Gruppen eine signifikant dickere Kortikalis. Die Unterschiede zwischen
PTH (1.d) (0,3991 +0,0171 mm) und PTH (7.d) (0,4474 +0,0194 mm) wurden als nicht si-
gnifikant gewertet (siehe Tabelle 5.5).

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
inmm  abweichung Skala in mm

Kortikalisdicke distal ventral

Kontrolle 0,3684 +0,0119 | I
PTH (1.d) 03221 +0,0201 | Ep
PTH (7.d)  0,3681 +0,0158 | =+

Kortikalisdicke distal dorsal

Kontrolle 0,5245 +0,0131 | op
PTH (1d)  0,3991 +0,0171 | EE
PTH (7.d)  0,4474 40,0194 | =

Tabelle 5.5: Werte und Balkendiagramm zu Kortikalisdicke distal ventral und distal, dorsal.
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Knochenflichendichte Trabekel distal Die Kontrolle (26,64 +2,2670 %) zeigte gegeniiber
PTH (1.d) (42,50 + 2,1700 %) und PTH (7.d) (41,09 = 2,9960 %) eine signifikant geringere
Knochenflachendichte im Bereich der distalen Trabekel (siehe Tabelle 5.6). Die Dichten
von PTH (1.d) und PTH (7.d) unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
in % abweichung Skala in %
Knochenfldachendichte Trabekel distal
Kontrolle 26,64 + 2,267 | =
PTH (1.d) 42,50 +2170 | =R
PTH (7.d) 41,09 +299% | =
0 20 40 60

Tabelle 5.6: Werte und Balkendiagramm zu Knochenfldchendichte Trabekel distal.

Knochenflichendichte Kortikalis distal ventral Der hochste Wert zeigte sich bei PTH
(7.d) (99,51+0,0998 %) gefolgt von PTH (1.d) (99,40+0,1464 %) und der Kontrolle
(99,35 +0,1656 %) (siehe Tabelle 5.7). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
in % abweichung Skala in %

Knochenflachendichte Kortikalis distal ventral

Kontrolle 99,35 +0,1656 | 7 /sy
PTH (1.d) 99,40 +0,1464 | 7 Y/ s—
PTH (7.d) 99,51 +0,0998 | 7 Y/ —

o 12 3/ /4599100
Knochenflachendichte Kortikalis distal dorsal
Kontrolle 99,65 +0,1173 | 7 Y/ s—
PTH (1d) 99,85 +0,0437 | 7 Y/ s—
PTH (7.d) 99,86 +0,0663 | 7 Y/ s—

o 12 3/ /4599100

Tabelle 5.7: Werte und Balkendiagramm zu Knochenfldchendichte Kortikalis distal, ventral und Kortikalis
distal, dorsal.
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Knochenflichendichte Kortikalis distal dorsal Zwischen den drei Gruppen gab es hin-
sichtlich dieses Parameters keine signifikanten Unterschiede. PTH (7.d) zeigte den hochs-
ten Wert mit 99,86 + 0,0663 %, gefolgt von PTH (1.d) mit 99,85 + 0,0437 % und der Kontrolle
mit 99,65 +0,1173 % (siehe Tabelle 5.7).

Knochenflichendichte Kallus ventral PTH (1.d) (80,27 +2,1910 %) zeigte gegeniiber der
Kontrolle (71,42 + 2,8140 %) eine signifikant hohere ventrale Kallusdichte. Im Vergleich zu
PTH (7.d) (73,90 + 2,4620 %) zeigte sich kein signifikanter Unterschied (siehe Tabelle 5.8).

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
in % abweichung Skala in %
Knochenflachendichte Kallus ventral
Kontrolle 71,42 +2,.814 | I
PTH (1.d) 80,27 +2,191 | =al
PTH (7.d) 73,90 +2462 | -
0 20 40 60 80
Knochenflachendichte Kallus dorsal
Kontrolle 80,75 +2505 | =
PTH (1.d) 84,72 +1,808 | 4=
PTH (7.d) 82,31 +1,686 | Ep
0 20 40 60 80

Knochenflachendichte Kallus endostal

Kontrolle 58,39 +3,045 | =
PTH (1.d) 66,89 +3211 | ——
PTH (7.d)  72.29 +2,016 | =
(V) 20U 40 oU ol

Tabelle 5.8: Werte und Balkendiagramm zu Knochenfldchendichte Kallus ventral, Kallus dorsal und Kallus
endostal.

Knochenflichendichte Kallus dorsal Den hochsten Wert zeigte PTH (1.d)
84,72 +1,8080 %. Es folgten die Werte von PTH (7.d) (82,31 +1,6860 %) und der Kontrolle
(80,75 £2,5050 %) (siehe Tabelle 5.8). Saimtliche Unterschiede wurden als nicht signifikant

gewertet.
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Knochenflichendichte Kallus endostal Der hochste Wert ergab sich fiir PTH (7.d) mit
72,29 +2,0160 %. Gegentiber der Kontrolle (58,39 + 3,0450 %) war er signifikant hoher. Zu
PTH (1.d) (66,89 +3,2110 %) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (siehe Tabel-
le 5.8).

Kallusdicke ventral Den hochsten Wert zeigte PTH (7.d) (0,3344 +0,0248 mm), gefolgt
von Gruppen zwei (0,2794 + 0,0280 mm) und eins (0,2728 + 0,0309 mm) (siehe Tabelle 5.9).

Die Differenzen wurden als nicht signifikant gewertet.

Kallusdicke dorsal Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen. Den hochsten Wert zeigte PTH (7.d) mit 0,5806 + 0,0324 mm. Fiir die Kontrolle
ergaben sich 0,5639 +0,0428 mm und PTH (1.d) 0,5373 + 0,0556 mm (siehe Tabelle 5.9).

Gruppe  Mittelwert  Standard-
inmm  abweichung

Kallusdicke ventral

Kontrolle 0,2728 -+ 0,0309 ' =
PTH (1.d) 02794 40,0280 | =5
PTH (7.d)  0,3344 40,0248 | =R
0,0 ; 04 0.6
Kallusdicke dorsal
Kontrolle 0,5639 +0,0428 | ——
PTH (1.d) 0,5373 + 0,0556 | —
PTH (7.d) 0,5806 + 0,0324 | =
0,0 0,2 04 0,6

Tabelle 5.9: Werte und Balkendiagramm zu Kallusdicke ventral und dorsal.

Anzahl Trabekelkreuzungen PTH (1.d) wies die hochste Anzahl an Kreuzungen auf
(28,88 +2,680). Die Kontrolle (22,03 + 2,624) und PTH (7.d) (22,83 + 3,008) zeigten dhnliche
Werte (siehe Tabelle 5.10). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Gruppe  Mittelwert  Standard- ~ Graphische Darstellung

in Stiick  abweichung Skala in Stiick
Anzahl Trabekelkreuzungen
Kontrolle 22,03 + 2,624 I
PTH (1.d) 28,88 + 2,680 | =
PTH (7.d) 22,83 +3008 [
0 20 40

Tabelle 5.10: Werte und Balkendiagramm zu Anzahl Trabekelkreuzungen.

Dichte Trabekelkreuzungen Hinsichtlich dieses Parameters zeigten PTH (1.d)
(23,38 +2,187mm?) und PTH (7.d) (17,68 + 3,446 mm?) signifikant hhere Werte als die
Kontrolle (8,983 + 1,125 mm?) (siehe Tabelle5.11). Es ergab sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen PTH (1.d) und PTH (7.d).

Gruppe  Mittelwert Standard- Graphische Darstellung
inmm?  abweichung Skala in mm?
Dichte Trabekelkreuzungen
Kontrolle 8,983 +1125 E——
PTH (1.d) 23,38 +2187 | =l
PTH (7.d) 17,68 +3446 | ="
0 10 20 30

Tabelle 5.11: Werte und Balkendiagramm zu Dichte Trabekelkreuzungen.
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Mittlere Trabekeldicke Die Werte von PTH (1.d) (7,207 +0,2676 ym) und PTH (7.d)
(6,664 +0,2341 nm) waren signifikant hoher gegeniiber der Kontrolle mit 5,484 + 0,2604 pm
(siehe Tabelle 5.12).

Gruppe  Mittelwert Standard- Graphische Darstellung
in pm abweichung Skala in pm
Mittlere Trabekeldicke
Kontrolle 5,484 +0,2604 | =
PTH (1.d) 7,207 +0,.2676 | =
PTH (7.d) 6,664 +0.2341 | =
0 2 4 6 8

Tabelle 5.12: Werte und Balkendiagramm zur mittleren Trabekeldicke.
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5.4 Ergebnisse der polychromen Fluoreszenzmarkierung

Tabelle 5.13 gibt eine Gesamtiibersicht iiber die im Rahmen der polychromen Sequenz-

markierung gewonnenen Werte.

Kallusflache Kontrolle PTH (1.d) PTH (7.d)

Gesamt ventral  0,6909 +0,0878 0,7219 +0,0708 1,2889 +0,2481
Gesamt dorsal 2,2560 +0,1812 11,9220 +0,1341 2,7880 +0,3519
Gesamt endostal 4,2620 +0,3796 3,5790 +0,1615 4,9580 +2,5971
CG ventral 0,0470 £0,0101 0,0739 £0,1460 0,1180 +0,0319
CG dorsal 0,2254 +0,0273 0,2847 +0,0490 0,4343 +0,0844
CG endostal 0,5546 +0,0813 0,4938 +0,0572 1,2150 +0,1836
AK ventral 0,0924 +0,0177 0,1300 £0,0197 0,2314 +0,0627
AK dorsal 0,2488 +0,0317 0,3581 +£0,0384 0,5051 +0,0956
AK endostal 0,5612 £0,0747 0,7967 +0,0834 1,0740 +0,1271
TC ventral 0,3852 +0,0567 0,4500 +£0,0490 0,8625 +0,1863
TC dorsal 1,2080 +0,1114 11,0540 +0,1080 1,8120 +0,2725
TC endostal 1,4800 +0,1503 1,6750 +0,1473 2,2230 +0,3102

Tabelle 5.13: Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der ventralen, dorsalen und endostalen Kallusflichen
tiir die jeweiligen Fluorochrome (CG = Fluoresceinkomplexon (Griin), AK = Alizarinkomplexon (Rot) und
TC = Tetracyclin-Hydrochlorid (Gelb)). Aufserdem ist die Gesamtkallusfldche (Gesamt) aufgefiihrt. Die Wer-
te sind mit der entsprechenden Standardabweichung angegeben

Nachstehende Tabellen zeigen die Mittelwerte mit der entsprechenden Standardabwei-
chung der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen. Die graphische Darstellung er-
folgt in Form von Balkendiagrammen. Ein Stern (*) kennzeichnet signifikante Unterschie-
de zwischen den beiden PTH-Gruppen und der Kontrollgruppe. Ein Doppelkreuz (#)
kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den beiden PTH-Gruppen.

Kontrolle bezeichnet die Tiere der Kontrollgruppe. PTH (1.d) und PTH (7.d) steht fiir die
Tiere, denen PTH ab dem 1. bzw. dem 7. Versuchstag appliziert wurde.

Gesamtkallusfliche ventral PTH (7.d) zeigte die groite Kallusfliche mit
1,2890 + 0,2481 mm?. Der Wert war gegeniiber der Kontrolle (0,6909 +0,0878 mm?) und
PTH (1.d) (0,7219 + 0,0708 mm?) signifikant hoher (siehe Tabelle 5.14).

hochsten

Gesamtkallusfliche dorsal Hier zeigte PTH (7.d) den Wert

(2,7880 +0,3519 mm?) gefolgt von der Kontrolle (2,2560+0,1812mm?) und PTH (1.d)
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(1,9220 + 0,1341 mm?) (siehe Tabelle 5.14). Die Differenz zwischen PTH (7.d) und PTH (1.d)

war signifikant.

Gesamtkallusfliche endostal Der hochste Wert ergab sich fiir PTH (7.d) mit
4,9580 + 0,5971 mm?. Die Kontrolle folgte mit 4,2620 +0,3796 mm?. Den niedrigsten Fla-
chenwert wies PTH (1.d) mit 3,5790 + 0,1615 mm? auf (siehe Tabelle 5.14). Die Unterschie-

de wurden als nicht signifikant gewertet.

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
inmm?  abweichung Skala in mm?
Gesamtkallusfldche ventral
Kontrolle 0,6909 +0,0878 [
PTH (1.d)  0,7219 +0,0708
PTH (7.d)  1,2890 +02481
0 1 2 3 4 5 6

Gesamtkallusfliche dorsal

Kontrolle 2,2560 +0,1812 | =
PTH (1.d)  1,9220 +0,1341 | =8
PTH (7.d) 27880 +0,3519 | =
U 1 A 3 4 o) 6

Gesamtkallusflache endostal

Kontrolle 4,2620 +0,3796 | —1—
PTH(1.d)  3,5790 +0,1615 | =5~
PTH (7.d)  4,9580 +0,5971 | ——
U 1 2 3 4 o) 6

Tabelle 5.14: Werte und Balkendiagramm zu Gesamtkallusfldche ventral, Kallus dorsal und Kallus endostal.

Kallusflache Fluoresceinkomplexon (Griin) ventral Ein signifikant hoherer Wert ergab
sich fiir PTH (7.d) (0,1180 +0,0319 mm?) gegeniiber der Kontrolle (0,0470 +0,0101 mm?).
Hinsichtlich PTH (1.d) (0,0739 + 0,0146 mm?) ergaben sich keine signifikanten Unterschie-
de (siehe Tabelle 5.15).

Kallusfliche Fluoresceinkomplexon (Griin) dorsal PTH (7.d) (0,4343 + 0,0844 mm?) er-
zielte einen signifikant hoheren Wert gegeniiber der Kontrolle (0,2254 +0,0273 mm?). Fiir
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PTH (1.d) betrug der Wert 0,2847 + 0,0490 mm? (siehe Tabelle 5.15). Es ergaben sich keine

weiteren signifikanten Unterschiede.

Kallusfliche Fluoresceinkomplexon (Griin) endostal PTH (7.d) =zeigte mit
1,2150+0,1836 mm? gegeniiber der Kontrolle (0,5546+0,0813mm?) und PTH (1.d)
(0,4938 + 0,0572 mm?) eine signifikant grofere Kallusflache (siehe Tabelle 5.15). Weitere si-

gnifikante Unterschiede zeigten sich nicht.

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
inmm?  abweichung Skala in mm?
Kallusfldche Fluoresceinkomplexon ventral
Kontrolle  0,0470 +0,0101 O
PTH (1.d)  0,0739 +0,0146 &
PTH (7.d)  0,1180 +0,0319 37
o 02 04 06 08 10 12 14

Kallusflache Fluoresceinkomplexon dorsal
Kontrolle  0,2254 +0,0273 E—

PTH (1.d)  0,2847 +0,0400 [

PTH (7.d)  0,4343 +0,0844 | =l

Kallusflache Fluoresceinkomplexon endostal

Kontrolle 0,5546 +0,0813 | =

PTH (1.d)  0,4938 +0,0572 | =

PTH (7.d)  1,2150 +0,1836 | —

O 872 6/1 ﬁ16 6/8 1/G 1/2 114

Tabelle 5.15: Werte und Balkendiagramm zu Kallusfldche Fluoresceinkomplexon (Griin) ventral, dorsal und
endostal.

Kallusfliche Alizarinkomplexon (Rot) ventral Die grofite Flache ergab sich fiir PTH
(7.d) (0,2314 + 0,0627 mm?) gefolgt von PTH (1.d) (0,1300 + 0,0197 mm?). Die Fléche fiir die
Kontrolle betrug 0,0924 + 0,0177 mm?) (siehe Tabelle 5.16). Der Unterschied zwischen PTH
(7.d) und der Kontrolle war signifikant.

Kallusfliche Alizarinkomplexon (Rot) dorsal PTH (7.d) hatte eine Flache von
0,5051 + 0,0956 mm?. Sie war signifikant groler als die der Kontrolle (0,2488 + 0,0317 mm?).
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Die Fliche von PTH (1.d) betrug 0,3581 + 0,0384 mm?) und zeigte keine signifikanten Un-

terschiede zu den beiden anderen Gruppen (siehe Tabelle 5.16).

Kallusfliche Alizarinkomplexon (Rot) endostal Den grofiten Wert zeigte PTH (7.d)
(1,0740 £ 0,1271 mm?). Im Vergleich zur Kontrolle (0,5612 +0,0745 mm?) war dieser Wert
signifikant hoher. PTH (1.d) zeigte mit 0,7967 +0,0834 mm? keine signifikanten Differen-

zen zu den beiden anderen Gruppen (siehe Tabelle 5.16).

Gruppe  Mittelwert  Standard- Graphische Darstellung
inmm?  abweichung Skala in mm?

Kallusfldche Alizarinkomplexon ventral

Kontrolle 0,0924 +0,0177 [

PTH (1.d)  0,1300 +0,0197 [+

PTH (7d) 02314 +0,0627 7

b 012 G/1 016 618 116 112

Kallusflache Alizarinkomplexon dorsal
Kontrolle ~ 0,2488 +0,0317 E——r

PTH (1.d)  0,3581 +0,0384 [

PTH (7.d)  0,5051 40,0956 | =
b 612 O/1 0/6 0,8 I,O 1,2

Kallusflache Alizarinkomplexon endostal

Kontrolle 0,5612 +0,0745 | 1
PTH (1.d)  0,7967 +0,0834 | =
PTH (7.d)  1,0740 +0,1271 | e

G EI2 ﬁ/1 6/6 EI8 I/B 1/2

Tabelle 5.16: Werte und Balkendiagramm zu Kallustldche Alizarinkomplexon (Rot) ventral, dorsal und en-
dostal.

Kallusflache Tetracyclin-Hydrochlorid (Gelb) ventral Signifikant grofier war die Fla-
che von PTH (7.d) (0,8625+0,1863mm? gegeniiber denen der Kontrolle
(0,3852 +0,0567 mm?) und PTH (1.d) (0,4500 + 0,0490 mm?) (siehe Tabelle 5.17).

Kallusfliche Tetracyclin-Hydrochlorid (Gelb) dorsal Die grofste Flache zeigte PTH (7.d)

mit 1,8120 + 00,2725 mm?. Sie war signifikant grofler als die Fliche der beiden anderen
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Gruppen. Die Fliache der Kontrolle betrug 1,2080+0,1114 mm?, die von PTH (1.d)
1,0540 + 0,1080 mm? (siehe Tabelle 5.17).

Kallusfliche Tetracyclin-Hydrochlorid (Gelb) endostal PTH (7.d) (2,223 +0,3102 mm?)
zeigte eine signifikant grofere Kallusfliache als die Kontrolle (1,4800 +0,1503 mm?). Die
Fliche fiir PTH (1.d) betrug 1,6750 + 0,1473 mm? (siehe Tabelle 5.17).

Gruppe  Mittelwert Standard- Graphische Darstellung
inmm?  abweichung Skala in mm?

Kallusflache Tetracyclin-Hydrochlorid ventral
Kontrolle ~ 0,3852 +0,0567 ——

PTH (1.d)  0,4500 +0,0400 [
PTH (7.d)  0,8625 +0,1863 | ——

Kallusflache Tetracyclin-Hydrochlorid dorsal

Kontrolle  1,2080 +£0,1114 | =
PTH (1.d)  1,0540 40,1080 | =
PTH (7.d)  1,8120 +0,2725 | =

Kallusfldache Tetracyclin-Hydrochlorid endostal

Kontrolle 1,4800 +0,1503 | —
PTH (1.d)  1,6750 +0,1473 | s
PTH (7.d)  2,2230 +0,3102 | "

O G/i 618 112 1I6 2/ﬁ 2/i

Tabelle 5.17: Werte und Balkendiagramm zu Kallusfliche Tetracyclin-Hydrochlorid (Gelb) ventral, dorsal
und endostal.
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5.5 Gesamtiibersicht iiber die Versuchsergebnisse

Im Folgenden sind fiir die Mikroradiographie, die polychrome Sequenzmarkierung und
den biomechanischen Biegeversuch samtliche Werte mit entsprechenden Signifikanzen
tabellarisch dargestellt. Es handelt sich dabei um Mittelwerte und die jeweiligen Stan-
dardabweichungen. Verglichen wurden die Werte der Gruppe, welche PTH ab dem 1. Tag
erhielt, mit denen der Kontrolle (PTH ab 1.d vs. Kontrolle), die Werte der Tiere, welche
PTH ab dem 7. Tag erhielten, mit denen der Kontrolle (PTH ab 7.d vs. Kontrolle) und
die Werte der beiden PTH-Gruppen (PTH ab 7.d vs. PTH ab 1. d) untereinander. Signifi-
kante Unterschiede sind mit einem Doppelpfeil ({t, wenn signifkant grofser oder |}, wenn
signifikant kleiner) dargestellt. Tendenzen sind mit einem einfachen Pfeil (1 oder |) darge-
stellt. Ein horizontaler Pfeil («+) wurde gewdhlt, wenn sich zwischen den Gruppen keine
Unterschiede ergaben.

5.5.1 Biomechanischer Biegeversuch

Parameter PTHab1l.d PTHab?7.d PTHab7.d
vs. Kontrolle vs. Kontrolle vs.PTHab 1.d

Yield load T T 0
Steigung T T T

Tabelle 5.18: Die Tabelle zeigt eine Gesamtiibersicht des biomechanischen Biegeversuchs. Verglichen wur-
den die Werte der Gruppe, welche PTH ab dem 1. Tag erhielt, mit denen der Kontrolle (PTH ab 1.d vs.
Kontrolle), die Werte der Tiere, welche PTH ab dem 7. Tag erhielten, mit denen der Kontrolle (PTH ab 7.d
vs. Kontrolle) und die Werte der beiden PTH-Gruppen (PTH ab 7.d vs. PTH ab 1. d) untereinander. Einfa-
cher Pfeil zeigt Tendenz, Doppelpfeil Signifikanz im Vergleich.
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5.5.2 Mikroradiographie

Parameter PTHab1l.d PTHab?7.d PTHab7.d
vs. Kontrolle vs. Kontrolle vs.PTHab 1.d

Kortikalisdicke distal ventral YR YRS YN
Kortikalisdicke distal dorsal (! [} <
Knochenflachendichte

Trabekel distal i M >
Knochenflachendichte

Kortikalis distal ventral “ YN YN
Knochenfliachendichte

Kortikalis distal dorsal o YRS o
Knochenflachendichte

Kallus ventral T — i
Knochenflachendichte

Kallus dorsal YR YRS >
Knochenfliachendichte

Kallus endostal 0 T T
Kallusdicke ventral > T T
Kallusdicke dorsal & &~ YN
Anzahl Trabekelkreuzungen ) > {
Dichte Trabekelkreuzungen 0 T 4
Mittlere Trabekeldicke T T i

Tabelle 5.19: Die Tabelle zeigt die Gesamtiibersicht tiber die Ergebnisse der mikroradiographischen Analy-
sen. Verglichen wurden die Werte der Gruppe, welche PTH ab dem 1. Tag erhielt, mit denen der Kontrolle
(PTH ab 1.d vs. Kontrolle), die Werte der Tiere, welche PTH ab dem 7. Tag erhielten, mit denen der Kon-
trolle (PTH ab 7.d vs. Kontrolle) und die Werte der beiden PTH-Gruppen (PTH ab 7.d vs. PIH ab 1.d)
untereinander. Einfacher Pfeil zeigt Tendenz, Doppelpfeil Signifikanz, horizontaler Pteil keine Unterschie-

de im Vergleich.
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5.5.3 Fluoreszenz

Parameter PTHab1l.d PTHab?7.d PTHab7.d
vs. Kontrolle vs. Kontrolle vs.PTHab 1.d

T

Gesamtkallusflache ventral
Gesamtkallusflache dorsal
Gesamtkallusflache endostal

Kallusflache Griin ventral
Kallusflache Griin dorsal
Kallusflache Griin endostal

Kallusflache Rot ventral
Kallusflache Rot dorsal
Kallusflache Rot endostal

Kallusflache Gelb ventral
Kallusflache Gelb dorsal
Kallusflache Gelb endostal

e e

R e R R
S0 || |02

Tabelle 5.20: Die Tabelle zeigt eine Gesamtiibersicht der Ergebnisse aus den fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen. Verglichen wurden die Werte der Gruppe, welche PTH ab dem 1. Tag erhielt, mit denen
der Kontrolle (PTH ab 1.d vs. Kontrolle), die Werte der Tiere, welche PTH ab dem 7. Tag erhielten, mit
denen der Kontrolle (PTH ab 7.d vs. Kontrolle) und die Werte der beiden PTH-Gruppen (PTH ab 7.d vs.
PTH ab 1. d) untereinander. Einfacher Pfeil zeigt Tendenz, Doppelpfeil Signifikanz, horizontaler Pfeil keine
Unterschiede im Vergleich.



Kapitel 6

Diskussion

6.1 Frakturheilung und Heilungsverzogerung

Der Frakturheilungsprozess ist ein komplexer Mechanismus, der die Wiederherstellung
der biomechanischen Eigenschaften und somit der Funktion des Knochens zum Ziel hat
(Komatsu und Warden, 2010). Der normale Heilungsprozess verlduft iiber mehrere Wo-
chen und beinhaltet fiinf Phasen, welche sich teilweise tiberschneiden (Mutschler und
Haas, 2004).

In etwa 10 % aller Frakturen kommt es zu Problemen bei der Konsolidierung mit einem
protrahierten Verlauf. Beim Vorliegen von Risikofaktoren wie Vorerkrankungen (z.B. Dia-
betes mellitus), Einnahme von Medikamenten (z.B. Glukokortikoide), Noxeneinfluss (z.B.
Nikotin) oder ungiinstige Eigenschaften der Verletzung (z.B. schwerer Weichteilschaden,
offene Frakturen) sowie hohes Patientenalter sind es sogar 30 % der Fille (Zimmermann
et al., 2006) (Siehe auch Tabelle 3.1 auf Seite 19). Dies resultiert in einer schwerwiegen-
den Belastung fiir den betroffenen Patienten (Starr, 2008), birgt aber in der Summe auch
enorme soziodkonomische Belastungen (Andersson et al., 2011) fiir die Gesellschaft, da
sich hieraus weitere diagnostische und therapeutische Mafsnahmen mit haufig langerer
Krankenhausverweildauer und protrahierter oder keiner Riickkehr in das Erwerbsleben
ergeben. Etwa 4 % der Gesamtbevolkerung der Vereinigten Staaten von Amerika leidet
unter einer Beeintrdchtigung in Folge einer Fraktur - in der Bevolkerungsgruppe der iiber
65-Jahrigen sind es mehr als 10 % (Andersson et al., 2011).

Eine mangelnde Durchblutung der Frakturregion, unzureichender Kontakt der Knochen-
fragmente sowie Instabilitdt der Fraktur verzogern oder verhindern den Knochenhei-
lungsprozess und konnen zu einer Pseudarthrose fiihren. Fiir die Gefdfversorgung ent-

scheidend ist die Schwere der Verletzung, aber auch die Technik der Osteosynthese im

68
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Falle einer operativen Frakturversorgung. Von besonderer Bedeutung ist ebenfalls die Re-
position der Fraktur, bei der auf eine Wiederherstellung der Knochenkontinuitét zu achten
ist. Eine mangelnde Retention der Fraktur fiihrt zu unerwiinschten Bewegungen und Sto-
rungen des Heilungsprozesses (Stiirmer, 1996).

Weltweit steigt der Anteil der alten und hochalten Menschen in der Gesamtbevolkerung
stetig an. Bevolkerungsschiatzungen zufolge wird im Jahr 2050 die Halfte der Bevolke-
rung dlter als 48 Jahre sein und ein Drittel 60 Jahre und dlter (Raschke und Stange, 2009).
Mit zunehmendem Alter nimmt die Gesamtmorbiditdt zu. Gleichzeitig steigt auch das
Risiko, eine Fraktur zu erleiden, nicht zuletzt auch aufgrund der Osteoporosepréavalenz
innerhalb dieser Bevolkerungsgruppe. Die altersabhidngige Inzidenz, eine hiiftgelenknahe
Fraktur zu erleiden, liegt fiir die 60- bis 64-Jdhrigen bei 0,06 % und nimmt mit zunehmen-
dem Alter exponentiell zu (Frerichmann et al., 2007). Aber auch das Risiko fiir Storungen
der Knochenheilung nimmt mit zunehmendem Alter zu (Zimmermann et al., 2006; Hep-
pert et al., 2005; Runkel und Rommens, 2000).

In der Literatur finden sich wenig aktuelle Daten zu den durch verzogerte Frakturheilung
und Pseudarthrosen in Deutschland entstandenen Mehrkosten. Neben dem verbesserten
,outcome”fiir jeden einzelnen Patienten und der Vermeidung von zusédtzlichem Leiden
wiirde sich jedoch durch die Optimierung der Frakturheilung auch eine bedeutende Kos-
tenreduktion der durch verzogerte Frakturheilung entstehenden finanziellen Belastung

tiir das Gesundheitssystem ergeben.

6.2 Stimulationsmoglichkeiten der Frakturheilung

Es stehen chirurgische, medikamentdse und mechanische Therapieoptionen zur Verfii-
gung. Im Gegensatz zu den chirurgischen Therapieoptionen, welche dann angewendet
werden, wenn es bereits zu einer verzogerten Frakturheilung oder einer manifesten Pseud-
arthrose gekommen ist, konnen medikamentdse und mechanische Stimulatoren schon
praventiv, z.B. beim Vorliegen von Risikofaktoren (siehe 6.1 auf Seite 68) angewendet wer-
den. Pseudarthrosen konnen auf dem Boden mechanischer oder biologischer Ursachen
entstehen. Haufig kommen verschiedene Faktoren gleichzeitig zum Tragen. Entsprechend
der zugrundeliegenden Ursache erscheint die Pseudarthrose in der bildgebenden Diagno-
stik hypertroph, atroph oder als Defekt. Ein Sonderfall stellt die Infektpseudarthrose dar,
die auf der Grundlage einer Infektion entsteht. Je nach Pseudarthrosentyp stehen ver-
schiedene chirurgische Therapieoptionen zur Verfiigung (Raschke und Gasch, 2011).

Zundchst soll hier auf die medikamentdsen Optionen eingegangen werden:
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6.3 Medikamentose Stimulation der Frakturheilung

6.3.1 Parathormon (PTH)

Die osteoanabole Wirkung von Parathormon ist vielfach analysiert worden. Zur Therapie
der Osteoporose ist es im Jahr 2002 von der Food and Drug Administration (FDA) zugelas-
sen worden. Es ist das einzige zur Therapie und Pravention der Osteoporose eingesetzte
Praparat mit knochenaufbauender Wirkung. Samtliche andere im Rahmen der Osteopo-
rosetherapie verwendeten Praparate wirken, indem sie die Knochenresorption bremsen
oder verhindern. Zur Therapie verzogerter Frakturheilung beim Menschen ist PTH nicht
zugelassen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu zeigen, ob die Behandlung mit PTH die metaphy-

sdre Frakturheilung bei gesunden Ratten verbessert.

6.3.1.1 Analyse der Ergebnisse
Biomechanischer Biegeversuch

Die biomechanischen Untersuchungen (vergleiche Abschnitt4.2 auf Seite 38) zeigten eine
signifikant hohere mechanische Belastbarkeit der Knochen beider mit PTH behandelten
Gruppen. Dieses Ergebnis spiegelt die grofiere Kallusfliche wider, die sich in Folge der
Behandlung mit PTH ergab. Dabei zeigte die Gruppe, welche PTH erst ab dem 7. Tag
erhielt, entsprechend der grofieren Kallusfldche tendenziell eine hohere mechanische Be-
lastbarkeit als die Gruppe, welche PTH ab dem 1. Tag erhielt.

Die hohere biomechanische Belastbarkeit der mittels PTH behandelten Frakturen bedeu-
tet eine friihere Belastbarkeit der entsprechenden Extremitdt und in Folge eine Reduktion
der durch lange Bettldgerigkeit und Immobilisation hervorgerufenen Komplikationen wie
z.B. Thrombose, oder Embolie (Mutschler und Haas, 2004).

Bei allen Tieren kam es unter dem Einfluss von PTH zu einer signifikanten Zunahme der
Trabekeldicke und einer Zunahme der Trabekelkreuzungsdichte. Die trabekuldre Struk-
tur ist bekanntermaflen fiir die biomechanische Belastbarkeit des Knochens mafgeblich
(Pauwels, 1954). Auch in vorausgegangenen Untersuchungen am Rattenmodell ist die
Korrelation zwischen zunehmender trabekuldrer Knochenmasse und Trabekeldicke und
einer erhohten biomechanischen Belastbarkeit belegt worden (Morley et al., 1997).

Die signifikant hohere biomechanische Widerstandsfahigkeit der Knochen nach PTH-Gabe
ist demzufolge auf die grofiere Kallusflidche, aber auch auf die gesteigerte Trabekeldicke

und Dichte der Trabekelkreuzungen zurtick zu fiihren.



6.3. Medikamentose Stimulation der Frakturheilung 71

Mikroradiographie

Die Beschleunigung des Remodelings fiihrt zu einer erhohten Knochendichte (Hodsman
et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit spiegelte sich dies insbesondere im Rahmen der
mikroradiographischen Untersuchungen in Form einer signifikant gesteigerten distalen
Trabekelfldchendichte bei den mit PTH behandelten Tieren wider. AufSerdem war bei bei-
den PTH-Gruppen die Trabekeldicke signifikant grofser als bei der Kontrollgruppe. Hin-
sichtlich der kortikalen Knochenfldchendichte ergab sich kein Unterschied zwischen den
Gruppen. Die Kortikalisdicke war bei der Kontrollgruppe jedoch signifikant hoher, als bei
den Tieren beider PTH-Gruppen.

Mehrere klinische Studien am Menschen zeigten, dass die anabole Wirkung von PTH vor
allem in trabekuldren Knochenanteilen zum Tragen kommt, wohingegen die kortikalen
Anteile unwesentliche Strukturverdnderungen unter dem Einfluss von PTH aufwiesen
(Neer et al., 2001; Rosen und Bilezikian, 2001; Hodsman et al., 1997; Cosman und Lindsay,
1998; Finkelstein et al., 1998). In vorausgegangenen Studien am Rattenmodell zeigte sich
unter dem Einfluss von PTH allerdings eine Zunahme der trabekuldren und der kortika-
len Knochenmasse (Cosman und Lindsay, 1998; Dempster et al., 1994; Rosen und Bilezi-
kian, 2001; Thomsen et al., 1999).

In Abhédngigkeit der Dosierung, der Frequenz der Verabreichung und der Lange der Be-
handlung kann die anabole oder katabole Wirkung von PTH auf den Knochen iiberwie-
gen. In der Regel kommt es unter dem Einfluss von PTH am gesunden Knochen zu einer
koordinierten Steigerung der Knochenneubildung und des Abbaus, weshalb es keine nen-
nenswerte Verdnderung der Knochenmasse gibt. Allerdings kann es durch das gesteigerte
Remodeling zu einer Umgestaltung der Knochenarchitektur kommen (Hock, 2001). Inter-
essanterweise zeigt sich in den vorliegenden Ergebnissen eine signifikante Zunahme der
mittleren Trabekeldicke bei den beiden mit PTH behandelten Gruppen. Gleichzeitig zeigt
sich bei diesen beiden Gruppen eine signifikant diinnere dorsale Kortikalis im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Moglicherweise hat PTH in diesem Fall zu einer Umverteilung an
Knochensubstanz zu Gunsten der Trabekel gefiihrt. Die Wirkung von PTH auf das nor-
male Remodeling des gesunden Knochens ist deutlich geringer als auf sich neu bildenden
Knochen, wie es z.B. im Rahmen der Frakturheilung der Fall ist (Skripitz et al., 2000).
Das Kallusremodeling beginnt etwa ab dem 14. Tag. Um die hier stattfindenden Prozes-
se ganzlich zu erfassen, sind Langzeitstudien iiber mindestens zwolf Wochen notwendig
(Takahata et al., 2011).
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Polychrome Fluoreszenzmarkierung

Die mit PTH behandelten Tiere zeigten in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
eine grofiere Kallusfliche (vergleiche Abschnitt4.4 auf Seite 46) als die Tiere der Kontroll-
gruppe, welche mit Placebo behandelt wurden. Dabei waren die Unterschiede bei den
Tieren, die PTH erst ab dem siebten Tag erhielten, signifikant grofier. Beim Menschen,
wie bei der Ratte, lduft die indirekte Frakturheilung in Phasen ab. Wahrend der Granu-
lationsphase, die beim Menschen etwa in der vierten bis sechsten Woche nach Fraktur
ablauft, fillt sich der Frakturspalt sukzessiv mit Knorpelzellen auf. Dieser Prozess wird
mafigeblich von einer Reihe Wachstumsfaktoren beeinflusst (Mutschler und Haas, 2004).
Die Wirkung von PTH auf die Chondrogenese ist vielfach belegt (Alkhiary et al., 2005;
Nakazawa et al., 2005; Okazaki et al., 2003), ebenso wie die Wirksamkeit von PTH auf die
frithe Frakturheilungsphase (Kakar et al., 2007).

Bei der Ratte lduft die Phase der Chondrogenese schon etwa ab dem 5. Tag bis zum
14./15. Tag nach Fraktur ab (Voggenreiter, 2009), weshalb die Gabe von PTH bei der Ratte
moglicherweise zu diesem Zeitpunkt zu einer Stimulation der Kallusformation fiihrt. Die
nur sehr schmal ausgepragte orange Bande von Xylenolorange-Tetranatriumsalz (XO) ist
moglicherweise auch auf den zeitlichen Ablauf der Frakturheilung bei der Ratte zuriick
zu fiihren. Der Farbstoff wurde am 13. Tag nach Osteotomie gespritzt und markiert somit
den Zeitraum von der Osteotomie bis zum 13. Tag. Der Farbstoff wird vor allem in den
mineralisierenden Knochen eingelagert. Diese Phase setzt schwerpunktméfliig jedoch erst
spater ein, weshalb Xylenolorange-Tetranatriumsalz moglicherweise nur minimal im sich
bildenden weichen Kallus eingelagert wurde.

Fluoresceinkomplexon, welches eine griine Farbung bewirkt, wurde zwischen Tag 13 und
18 nach Osteotomie in den Knochen eingelagert und fillt somit fast ganzlich in die Phase
der Chondrogenese und enchondralen Ossifikation bei der Ratte.

Nakazawa et al. sahen im Frakturkallus von mit PTH behandelten Ratten eine vermehr-
te Expression von mesenchymalen Chondroprogenitor-Zellen und eine erhchte Synthese
von Typ-II-Kollagen. Sie wiesen in den ersten 14 Tagen nach Femurosteotomie eine signi-
tikant groflere Kallusflache nach als bei der Kontrollgruppe, welche kein PTH erhalten
hatte. Dieses Phanomen war ab Tag 21 nicht mehr nachweisbar, was ebenfalls eine Stimu-
lation von PTH der frithen Heilungsphase belegt (Nakazawa et al., 2005).

Wenige Studien haben die Spatphase der Frakturheilung bei der Ratte untersucht. Diese
beinhaltet das Remodeling, also den Umbau des Kallus von Geflechtknochen zu Lamel-
lenknochen. Die Phase der enchondralen Ossifikation, welche beim Menschen ca. drei bis

vier Monate dauert, lduft bei der Ratte zwischen dem 8. und 21. Tag ab (Voggenreiter,
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2009). Okazaki et al. zeigten, dass PTH auch wahrend dieser Phase eine tragende Rol-
le hat, indem es mesenchymale Stammzellen, Chondrozyten und Osteoblasten stimuliert
(Okazaki et al., 2003).

Bei den drei Tiergruppen der vorliegenden Arbeit war der dorsale Kallus in sémtlichen
Farbungen prominenter als der ventrale, plattennahe Kallus. Da es sich bei der dorsa-
len Flache um das plattenferne Areal handelt, ist davon auszugehen, dass hier mehr Mi-
krobewegungen stattfinden konnten als in unmittelbarer Ndhe des Implantats, wodurch
es moglicherweise zu einer mechanischen Induktion der Kallusbildung kam. Vielfache
Studien am Tiermodell belegen, dass mechanische Stimulation die Osteogenese und die
Frakturheilung positiv beeinflussen konnen (Goodship et al., 2009; Sehmisch et al., 2009;
Leung et al., 2009; Stuermer et al., 2010).

Im Bezug auf die Knochenflichendichte des Kallus zeigten die vorliegenden Ergebnisse
den markantesten Effekt auf den endostalen Kallusanteil. In vorausgegangenen Arbeiten
hatte sich bereits eine gesteigerte, vor allem endostal betonte Zunahme der Kortikalisdi-
cke unter dem Einfluss von PTH gezeigt (Dempster et al., 2001).

Manabe et al. zeigten, dass die PTH-Gabe vor Frakturentstehung keinen positiven Ein-
fluss auf die Frakturheilung hat, wohingegen die PTH-Therapie nach Frakturentstehung
den Heilungsprozess fordert (Manabe et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit war die Ge-
samtkallusflache ventral und endostal bei den Tieren, welche PTH unmittelbar, also am
ersten Tag nach Frakturentstehung, erhalten hatten, im Gegensatz zu den Tieren, welche
PTH erst ab dem siebten Tag bekamen, signifikant kleiner. Wahrend der ersten drei bis
fiinf Tage nach Fraktur lduft bei der Ratte die Entziindungsphase ab. Die Geflechtkno-
chenbildung und Chondrogenese setzen erst ab dem 4.-7. Tag ein. Im weiteren Verlauf
setzt etwa eine Woche nach Verletzung der Prozess der enchondralen Ossifikation und
nach etwa zwei Wochen das Remodeling ein (Hadjiargyrou et al., 2002). Wie bereits er-
wihnt, ist die Wirkung von PTH auf Chondrogenese und Remodeling belegt, und diese
Ergebnisse stehen mit diesen Erkenntnissen in Einklang (Alkhiary et al., 2005; Nakazawa
et al., 2005; Okazaki et al., 2003; Voggenreiter, 2009).

Die Kallusdicke zeigte keine signifikanten Unterschiede. Die Kallusflichendichte der ab
dem ersten Tag nach Osteotomie therapierten Tiere war ventral signifikant hoher. Bei den
Tieren, welche PTH ab dem siebten Tag erhalten hatten, war die Kallusflichendichte en-
dostal gegentiber der Kontrollgruppe signifikant hoher. Alkhiary et al. untersuchten den
Effekt von PTH auf die Heilung von Femurosteotomien bei ménnlichen Ratten. Die Kno-
chenflachendichte nahm bei den mit PTH behandelten Tieren gegentiber der unbehandel-
ten Kontrollgruppe signifikant zu (Alkhiary et al., 2005). Auch beim Menschen fiihrt PTH
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zu einer Steigerung der Knochendichte (Neer et al., 2001).

Es liegen wenig Daten aus klinischen Studien vor, welche den Einfluss von PTH auf die
Frakturheilung belegen. Aspenberg et al. fithrten die bislang einzige randomisierte, place-
bokontrollierte Doppelblindstudie durch. 102 postmenopausale Patientinnen mit konser-
vativ behandelter Radiusfraktur wurden in die Studie eingeschlossen. Die Patientinnen
wurden in drei Gruppen a 34 randomisiert und erhielten einmal tdglich subkutane Injek-
tionen Placebo, 20 ng/kg oder 40 ng/kg Teriparatid {iber einen Zeitraum von acht Wo-
chen. Die Medikamentenapplikation wurde innerhalb von 10 Tagen nach Fraktur begon-
nen. Rontgenkontrollen wurden alle zwei Wochen durchgefiihrt. Eine Fraktur wurde als
verheilt gewertet, wenn rontgenologisch drei von vier Kortikalis in zwei Ebenen durch-
baut waren. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied unter den Gruppen. Die Gruppe
mit 20 pg/kg Teriparatid zeigte jedoch eine kiirzere Frakturiiberbriickungszeit als die Pla-
cebogruppe.

In der Literatur finden sich eine Reihe an Fallbeispielen, sogenannten ,,case reports”, die
eine Frakturheilungsfoérderung durch PTH suggerieren: Bei fiinf dlteren Patientinnen mit
Frakturen der Rami ossis pubii des Beckens kam es nach Behandlung mit PTH bereits nach
acht Wochen, anstatt der iiblicherweise zu erwartenden 12 bis 16 Wochen, zu Schmerzfrei-
heit und Frakturkonsolidierung (Peichl et al., 2011). Bei einer 79-jahrigen Patientin kam es
unter der laufenden antiosteoporotischen Therapie mit PTH bereits nach 25 Tagen zur
Konsolidierung einer proximalen Humerusfraktur (Resmini und Iolascon, 2007).

Der in tierexperimentellen Studien nachgewiesene positive Effekt auf die Knorpelregene-
ration (Sampson et al., 2011; Sampson, 2009a,b; Kudo et al., 2011) wurde bisher noch nicht
im Rahmen von klinischen Studien untersucht. Auf diesem Gebiet sind in den kommen-

den Jahren interessante neue Erkenntnisse zu erwarten.

6.3.1.2 Kosteneffektivitit

Die Tagestherapiekosten fiir Teriparatid bei einer Tagesdosierung von 20 ng/kg belaufen
sich auf 20,28 €. Bisher ist der Einsatz dieses Medikaments auf die Therapie der Osteopo-
rose tiber einen Zeitraum von maximal 18 Monaten beschriankt, was mit Kosten in Hohe
von 11.072,00 € einhergeht. Zur Optimierung der Frakturheilung, welche tiber einen Zeit-
raum von 6 Wochen bis zu 3 Monaten ablauft (vergleiche hierzu 6.1 auf Seite 68), ist von
deutlich niedrigeren Kosten auszugehen. Fiir eine Behandlung iiber 6 Wochen wiirden
sich die Gesamttherapiekosten auf 851,76 € belaufen (Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz
und Arbeitsmedizin, 2011).



6.3. Medikamentose Stimulation der Frakturheilung 75

Im Jahr 2004 verursachten Unfélle insgesamt 56,97 Millionen Arbeitsunfdhigkeitstage,
was einem Anteil von 12,94 % aller Arbeitsausfalltage entspricht. Der dadurch verur-
sachte Produktionsausfall wird mit 5,2Mrd.€ der Ausfall an Bruttowertschopfung mit
9,1 Mrd. € angegeben. Diese Zahlen beinhalten keine Kosten durch Rehabilitationsmafs-
nahmen oder etwaige Rentenanspriiche (Deutsche Gesellschaft fiir Unfallchirurgie e.V.,
2006). In den USA kommt es bei 5-20 % der Frakturen zu einer verzogerten oder insuffizi-
enten Heilung (Aspenberg et al., 2010). Es ist davon auszugehen, dass die Zahlen fiir die
BRD vergleichbar sind. Eine Optimierung der Frakturheilung ist somit von hohem Inter-
esse, nicht nur fiir den einzelnen Patienten, sondern auch aus soziookonomischer Sicht.
Die zusétzlichen Kosten der Teriparatidtherapie erscheinen vor diesem Hintergrund ge-
rechtfertigt. Bisher existieren keine Daten beziiglich der Kosteneffektivitdt von Teriparatid
in Bezug auf die Frakturheilung beim Menschen. In tierexperimentellen Studien wurde
die positive Wirkung auf die Frakturheilung durch Parathormon jedoch vielfach belegt.
Sollten sich diese Ergebnisse im Rahmen von klinischen Studien bestétigen, ist mit einer
effektiven Reduktion der Probleme durch eine verzogerte Knochenheilung und einer da-

mit verbundenen Kostenersparnis zu rechnen.

6.3.1.3 Nebenwirkungen

Als haufigste allgemeine Nebenwirkungen werden in der Literatur Ubelkeit, Kopfschmer-
zen, Schwindel und Benommenheit beschrieben (Neer et al., 2001). Es kann zu geringfii-
gigen Anstiegen des Kalziumserumspiegels innerhalb von sechs Stunden nach Verabrei-
chung kommen. In einer Studie an 350 postmenopausalen Osteoporosepatientinnen iiber-
stiegen die Werte jedoch nicht die physiologischen Werte (Satterwhite et al., 2010). Als
Zeichen einer Hyperkalzdmie kann es zu Beinkrdampfen, Verstopfung, Abgeschlagenheit
und Muskelschwédche kommen (Cipriano et al., 2009).

Bei Ratten, denen iiber einen Zeitraum von zwei Jahren tagliche PTH-Dosen von 5 png/kg,
30ng/kg, oder 75 pg/kg subkutan injiziert wurden, kam es in allen drei Gruppen zu Os-
teosarkomen. Dieser Zeitraum entspricht mit 70-80 % fast der gesamten Lebensspanne
der Tiere. Dartiber hinaus beinhaltete der Versuch die Jugendphase der Tiere, in der das
Langenwachstum am schnellsten ablduft. Im Gegensatz hierzu wird Teriparatid zur Os-
teoporsetherapie bei &lteren Patienten iiber einen maximalen Zeitraum von 24 Monaten
eingesetzt, was etwa 2-3 % der menschlichen Lebenszeit ausmacht. Auch sind die verwen-
deten Dosierungen bei den Versuchstieren im Vergleich zur Dosierung beim Menschen
mehr als 200 -mal hoher (Vahle et al., 2002).

Die Literatur weist zwei Félle von Osteosarkomneuerkrankungen bei Menschen nach Be-
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ginn einer Therapie mit Teriparatid auf. In einem von Subbiah et al. vertffentlichen Fall
wurde bei einem 67-jdhrigen Patienten ein Osteosarkom zwei Monate nach Therapiebe-
ginn diagnostiziert. Bei dem Patienten war 16 Jahre zuvor erstmals ein Prostatakarzinom
diagnostiziert worden. Neun Jahre nach radikaler Prostatektomie war es zu einem Lo-
kalrezidiv gekommen, welches mit Radiatio behandelt worden war. Sieben Jahre spéter
wurde am linken Ramus ossis pubis ein Osteosarkom diagnostiziert. Die anatomische
Lokalisation des Tumors und der Zeitpunkt der Manifestation sprechen gegen eine In-
duktion durch Teriparatid, da Osteosarkome in der Regel an den langen Rohrenknochen
auftreten (Subbiah et al., 2010).

Im Rahmen einer Studie, bei der Affen PTH in einer Dosierung von 5 pg/kg tiber einen
Zeitraum vom 18 Monaten subkutan injiziert wurde, traten im 4,5-jahrigen Beobachtungs-
zeitrahmen keine Knochentumoren auf (Vahle et al., 2008). Diese Studie suggeriert eine
Unbedenklichkeit beziiglich der Induktion von Neoplasien durch PTH auf das Skelett von
Primaten. Bis zum Vorliegen aussagekriftiger Studien, welche keine erhohten Risiken in
Verbindung mit langeren Applikationszeitrdumen als zwei Jahre belegen, sollte die Gabe
von PTH jedoch beim Menschen auf diesen Zeitraum begrenzt bleiben (Cipriano et al.,
2009; Madore et al., 2004).

Im Fokus zukiinftiger Studien sollten die verschiedenen potentiellen Risikofaktoren ste-
hen. Dariiber hinaus muss gekldrt werden, ob die verschiedenen Faktoren additiv das
Risiko fiir Osteosarkome erhohen (Subbiah et al., 2010).

Diese Fragen sind von besonderer Bedeutung, um das Patientenkollektiv, welches sich fiir

eine Therapie mit PTH eignet, genau zu definieren.

6.3.2 Alternative medikamentose Stimulatoren der Frakturheilung
Bone morphogenetic protein - BMP

Diese Substanzgruppe wurde von der US-amerikanischen FDA (Food and Drug Adminis-
tration) im Jahr 2001 erstmals zur Behandlung von Pseudarthrosen langer Rohrenknochen
am Menschen zugelassen. Sie gilt als die am besten erforschte Substanzklasse zur Opti-
mierung der Frakturheilung (Komatsu und Warden, 2010).

Alt et al. zeigten, dass der Einsatz von BMP bei lumbalen Ein-Segment-Spondylodesen
zu einer signifikant fritheren Riickkehr der Patienten zum Arbeitsplatz fiihrt. Weiterhin
zeigten sie in einer Kosten-Nutzen-Analyse, dass der Einsatz von BMP-2 bei bestimm-
ten offenen Tibiafrakturen Einsparungen von 2.797 € erzielen ldsst. Diese Einsparungen

resultieren aus einer verkiirzten Krankheitsdauer und einer geringeren Revisions- und In-
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fektrate unter dem Einsatz von BMP-2 (Alt et al., 2006a).

Die hohen Kosten des Praparats von etwa 4.000-5.000 € (Zimmermann et al., 2006) kon-
nen von den Kosten einer verzégerten Knochenheilung rasch iiberstiegen werden, wie in
Abschnitt 6.3.1.2 auf Seite 75 beschrieben. Erste Studien zeigen potentielle Einsparungen
durch den Einsatz von BMP-2. (Alt et al., 2006b,a).

Diesen Kosten stehen den deutlich geringeren Kosten von 851,76 € , welche bei einer Be-
handlung iiber 6 Wochen mit Teriparatid anfallen, gegeniiber (Bundesanstalt fiir Arbeits-
schutz und Arbeitsmedizin, 2011).

Ein Nachteil ist, dass die Substanz im Rahmen eines chirurgischen Eingriffs in die ent-
sprechende Stelle eingebracht werden muss. Wie bei jeder Operation ergeben sich hier-
durch Risiken wie Infektion, Wundheilungsstorung, Verletzung von Nerven und Geféfien,
Thrombose und Embolie. Auch kann es zu narkosebedingten Komplikationen kommen.
Weitere Substanzen, welche gegenwartig erforscht werden, sind andere Wachstumsfakto-
ren (z.B. PDGF, GDF-5, BMP-14, TGF-3, IGF-1 und GH), Hypoxia-inducible-Factor 1 alpha
(HIF-1c), Prostaglandine. Auflerdem wird die Transplantation mesenchymaler Stamm-
zellen in den Frakturspalt untersucht. In Tierversuchen, aber auch im Rahmen klinischer
Studien, haben einige dieser Substanzen eine Effektivitdt im Rahmen der Behandlung ver-
zogerter Frakturheilung gezeigt, und es ist davon auszugehen, dass sich hier interessante

Therapieoptionen im Laufe der ndchsten Jahre ergeben werden.

6.4 Mechanische Stimulation der Frakturheilung

Mechanische Beanspruchung fiihrt zu einer Stimulation der Osteogenese und kann die
Frakturheilung positiv beeinflussen (Stuermer et al., 2010; Adler, 2010).

Ultraschall stellt eine Moglichkeit der mechanischen Stimulation der Frakturheilung dar.
Die Effektivitit wurde von Busse et al. im Rahmen einer Ubersichtsarbeit untersucht (Bus-
se et al., 2009). Hierbei ergab sich nur eine niedrige bis moderate Evidenz fiir eine Verbes-
serung des funktionellen ,,outcomes”fiir Patienten mit einer Fraktur.

Die extrakorporale Stoffwellentherapie (ESWT) ist bisher nicht Gegenstand kontrollierter, ran-
domisierter klinischer Studien gewesen. Daten verschiedener Studien legen einen positi-
ven Effekt dieses Verfahrens auf die Knochenheilung nahe (Gollwitzer et al., 2006).

Die Ganzkérpervibration wird bereits zur Therapie der Osteoporosetherapie eingesetzt (Slat-
kovska et al., 2010; Zha et al., 2011). Erste tierexperimentelle Studien zum Einfluss auf die
Frakturheilung zeigen einen positiven Effekt (Stuermer et al., 2010).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass es wenig aussagekriftige Daten beziiglich
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der Effektivitdt der mechanischen Stimulation zur Optimierung der Frakturheilung gibt.
Es fehlen aussagekraftige kontrollierte, randomisierte klinische Studien, welche die Effek-

tivitat belegen.

6.5 Die Ratte als Versuchstier fiir die Frakturheilung

Aerssens et al. verglichen Knochen verschiedener Spezies (Mensch, Hund, Schwein, Kuh,
Schaf, Huhn und Ratte). Sie analysierten die Zusammensetzung und Dichte. Aufierdem
fiihrten sie mechanische Belastungstests der Knochen durch. Die Versuche zeigten mar-
kante Unterschiede beziiglich der Knochenzusammensetzung, aber auch hinsichtlich der
mechanischen Belastbarkeit bei den untersuchten Spezies. Die grofite Ahnlichkeit zum
menschlichen Knochen ergab sich bei Hundeknochen (Aerssens et al., 1998).

Die Knochenheilung kann schwerpunktmaéfiig tiber Osteoblasten oder iiber Chondroblas-
ten ablaufen. In ersterem Fall wird Knochen direkt gebildet, im zweiten Fall findet die
Knochenneubildung tiber den Weg der enchondralen Ossifikation statt. Im Gegensatz
zum Menschen lduft die Frakturheilung bei Nagetieren (z.B. Ratten, Mausen) {iberwie-
gend tiber die enchondrale Ossifikation ab. Unterschiede zeigen sich auch beim jeweils
ausgebildeten Kallus: Bei der Ratte lduft die Heilung fast ausschlieSlich iiber den dufse-
ren, periostalen Kallus ab. Bei Hunden und Primaten heilt der Knochen tiber einen kraf-
tiger endostal/intramedulldr ausgebildeten Kallus. Dies bedingt auch die Unterschiede
hinsichtlich des zeitlichen Ablaufs des Heilungsprozesses unter den Spezies (O’Loughlin
et al., 2008).

Die Ratte gehort zu den am hadufigsten verwendeten Versuchstieren iiberhaupt und zu
dem haufigsten Tiermodell zur Untersuchung der Frakturheilung (O’Loughlin et al., 2008).
Ratten sind giinstig in der Beschaffung, unkompliziert in der Haltung und gesellschaft-
lich weniger umstritten als grofiere Tiere wie das Schaf oder der Hund (Liebschner, 2004).
Zusétzlich lasst ihre Grofie Versuche mit einer hohen Anzahl an Tieren zu. Die Fraktur-
heilung lauft schneller ab als bei grofieren Tieren (O'Loughlin et al., 2008) und ihre kurze
Lebensspanne ermdglicht die Untersuchung von Alterungsprozessen und deren Einfliisse
auf das Skelett und die Knochenheilung (Liebschner, 2004).

Besonders im Rahmen der Osteoporoseforschung gibt es entscheidende zu berticksich-
tigende Unterschiede zwischen Ratten- und Menschenknochen. Bei der Ratte lauft auch
nach Ovariektomie, die zu einem signifikanten Verlust an Knochensubstanz - dhnlich wie
bei der Osteoporose - fiihrt, das Remodeling weiter. Aufierdem ist die Osteoblastenakti-

vitdt im Gegensatz zum osteoporotischen Menschenknochen nicht im selben Mafle einge-
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schrankt (Liebschner, 2004). Beides bedingt eine deutlich bessere Regenerationsfihigkeit
des Rattenknochens gegeniiber dem menschlichen Knochen - auch beim Vorhandensein
einer Osteoporose.

Erhebliche Unterschiede zwischen dem Organismus des Menschen und dem der Ratte
werfen Fragen hinsichtlich der Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus tierexperimentellen
Studien an der Ratte in den klinischen Alltag auf. Dies ist auch im Hinblick auf mogliche,
durch PTH verursachte unerwiinschte Nebenwirkungen, insbesondere die potentielle Ge-

fahr eines Osteosarkoms, zu bedenken.



Kapitel 7
Zusammenfassung

Die verzogerte Knochenheilung und Pseudarthrosenbildung stellt eine grofse Belastung
tiir den betroffenen Patienten dar. Die soziooknomischen Folgen sind enorm. Derzeit be-
schiftigt sich eine Vielzahl an Gruppen mit der Erforschung von Substanzen, welche die
Frakturheilung positiv beeinflussen.

Zahlreiche tierexperimentelle Studien haben die induktive Wirkung von PTH auf die
Frakturheilung gezeigt. Auch beim Vorliegen eines erhohten Pseudarthroserisikos beein-
flusst PTH die Frakturheilung positiv.

Seit Jahren ist Teriparatid im Rahmen der Osteoporosebehandlung im klinischen Einsatz.
Erste Ergebnisse aus klinischen Studien zeigen einen positiven Effekt von PTH auf die
Frakturheilung beim Menschen, wodurch moglicherweise die Zahl der verzogert oder
nicht heilenden Frakturen und die damit verbundene enorme soziotkonimische Belas-
tung reduziert werden kénnen.

Ein Vorteil gegentiber dem bereits im klinischen Alltag erfolgreich eingesetzten Wachs-
tumshormon BMP stellt die Moglichkeit der systemischen Applikation fiir PTH dar. Da-
durch werden Risiken und Kosten eines erneuten chirurgischen Eingriffs vermieden. Bis-
her erfolgt die Applikation als tdgliche subkutane Injektion. Die Entwicklung eines oral
einnehmbaren Praparats wiirde PTH noch interessanter als Therapeutikum zur Optimie-
rung der Frakturheilung machen.

Das in der Literatur beschriebene Osteosarkomrisiko unter dem Einfluss einer PTH-The-
rapie erscheint bei der Frakturbehandlung gering, da sich die Therapiedauer auf wenige
Wochen belaufen wiirde. Die Therapie mit PTH sollte jedoch bei Patienten mit besonde-
ren Risikofaktoren unterbleiben.

Die Frakturheilung ist ein komplexes Zusammenspiel zahlreicher Schritte, welches nicht

vollstandig untersucht ist. Auch hier sind weitere Erkenntnisse notig, um bei Problemen
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der Frakturheilung gezielte therapeutische Ansdtze anwenden zu konnen. Im Rahmen
weiterer Studien sollte der Einfluss von PTH auf die verschiedenen Schritte weiter unter-
sucht werden, um den optimalen Zeitraum fiir eine Therapie einzugrenzen.

Es ist zu bezweifeln, dass die alleinige systemische PTH-Gabe zur Behandlung manifester
Pseudarthrosen geeignet ist, da hierzu meistens eine chirurgische Intervention erforder-
lich ist. Hierzu liegen bisher keine Daten vor. PTH hat jedoch das Potential, einen festen
Stellenwert im Rahmen der Frakturbehandlung bei pseudarthrosegefdhrdeten Patienten
zu erlangen. Hier besteht auch ein gewaltiges Potential bei Patienten mit konservativ be-
handelten Frakturen.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten bestitigen die vorliegenden Erkenntnisse
aus anderen tierexperimentellen Studien. Basierend auf den vielversprechenden Ergeb-
nissen dieser Studien zur Frakturheilung am Tiermodell sollten unter Bertiicksichtigung
vorliegender Risikofaktoren fiir ein Osteosarkom randomisierte, kontrollierte klinische

Studien erfolgen.



Abkiirzungsverzeichnis

AK Alizarin-Komplexon

BMD bone mass density

BMP bone morphogenetic protein

BMU bone metabolizing unit
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COX-2 Cyclooxygenase-2
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/d pro Tag
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€ Euro

FDA Food and Drug Administration
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HIF-1a hypoxia-inducible-factor 1 alpha
HIV human immunodeficiency virus
IGF-1 insulin-like growth factor

ISS injury severity score

kg Kilogramm
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