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Zusammensfaing

1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Trotz unseres zunehmenden Wissens zu den MechanideneFrakturheilung kommt es
im Klinischen Alltag in bis zu 10 % der Falle zinei verzdgerten oder ausbleibenden
Heilung. Vor allem Frakturen mit assoziierten Wedgilschaden stellen weiterhin ein
klinisches Problem dar, da sie mit einer deutlidbhten Pseudarthroserate einhergehen.
Die Ursachen hierfur sind noch unzureichend bekahetmodelle sind hier aufgrund der
komplexen Ablaufe wahrend der Frakturheilung immeech erforderlich um die zugrunde
liegenden Mechanismen und neue Therapieanséatzefasoben. Wéahrend in friheren
Studien vor allem Grofdtiermodelle verwendet wurden die Abldufe wéahrend der
Frakturheilung zu untersuchen, sind in jingeret K&intiermodelle in den Vordergrund
geruckt. Aufgrund ihres vollstandig entschlissel®moms und der Verflugbarkeit vieler
molekularbiologischer Werkzeuge ist die Maus idegéeignet um molekulare
Mechanismen zu untersuchen. Hier gibt es jedockeneiMangel an Modellen zur
Untersuchung der Rolle eines Weichteilschadensdbeigestorten Frakturheilung. Ziel
dieser Arbeit ist demnach die Entwicklung eines Bfaadells zur Untersuchung eines

Weichteilschadens auf die Frakturheilung.

Hierzu erfolgte eine standardisierte Osteotomidan Femurdiaphyse von CD-1 Mausen,
welche mittels einer intramedullaren Zugschraubeyséscrew®) stabilisert wurde. Zur
Untersuchung der Rolle der Weichteile auf die Rrditilung wurden in einer Gruppe die
kompletten Weichteile durch eine Membran aus Ptubfieorethylen (PTFE) vom

Knochen getrennt, wahrend in der Kontrollgruppe téeichteilmantel wieder dem

Knochen angelegt wurde. Die Untersuchung der Fraktlung erfolgte nach 2, 5 und 10
Wochen mittels Histomorphometrie, Radiologie unarBechanik. Tiere, bei denen die
Weichteile vom Knochen mittels einer PTFE Membrastrennt wurden, zeigten eine
signifikant schlechtere Heilung im Vergleich zu demtsprechenden Kontrolltieren. Dies
zeigte sich in einer geringeren biomechanischetigkest der Femora nach 2, 5 und 10

Wochen und einer schlechteren radiologischen Ubieking der Osteotomie.
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Histologisch war bei Tieren mit PTFE Membran, imgéesatz zu Kontrolltieren, eine
signifikant kleinere periostale Kallusbildung zwbeachten. Der periostale Kallus bestand
zudem bei Tieren der Membran-Gruppe aus einem fikigni hoheren Anteil an

Bindegewebe bei gleichzeitig erniedrigtem Anteilkarochen.

Zusammenfassend konnte ein standardisiertes MadellUntersuchung der Rolle des
Weichteilmantels auf die Frakturheilung etabliegrden. Die schlechtere Heilung nach
Trennung der Weichteile vom Knochen war assozimit einer fast vollstdndig

ausbleibenden periostalen Kallusbildung.

Wir schlussfolgern dementsprechend, dass ein erttakteichteilmantel insbesondere fir
die periostale Kallusbildung verantwortlich ist. Diaier etablierte Modell kann nun dazu
verwendet werden, die zugrunde liegenden molekulaMechanismen néher zu

untersuchen, mit dem Ziel der Entwicklung neuerrdpransatze.
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1.2 Summary

Despite the growing knowledge about the mechan@nfiscture repair, up to ten percent
of the cases in clinical daily life, show a delayewen a complete lack in bone healing.
Especially fractures with associated soft tissumatge are still a clinical problem as the
rate of the coincidence of pseudarthoses is sauifly elevated. The underlying

mechanisms are insufficiently known. Because ofcthraplexicity of the procedures, there
is still a need of animal models to investigate thechanisms and new therapeutic
concepts. While in former studies bigger animalgewm most of the cases used to
examine the procedures in fracture healing, instapeiblications, little animals play the

mayor role. Murine fracture models seem very achgaus because of the availability of
inbred strains, development of transgenic and kootknouse models, as well as specific
probes, which allows further in- depth investigatioto specific pathways in the sequence
of events of fracture healing. There is a lacknodels for the examination of the role that

a soft tissue injury plays in impaired bone healing

Subsequently, the aim of this study is the devekmnof a murine model to examine the
soft tissue injury in fracture healing. For thisstandardized osteotomy was effectuated in
the mid diaphysis of CD-1 mice. The fracture wabsized by an intramedullary screw
(Mousescrew®). For the examination of the role thatsoft tissue envelope plays, in one
group, this envelope was completely separated ftloenbone by a PTFE- membrane
(polytetrafluorethylene), while the soft tissuesrgvenoved back to the fracture site in the
control group. Fracture healing was evaluated affer 5 and 10 weeks by
histomorphometry, radiology and biomechanical testAnimals, in which the soft tissues
were separated from the fracture site by a PTFEnlonane, showed a significantly worse
healing compared to the matched control animalds T¥as quantifiable by a lower
biomechanical resistance of the femora after 2nd X0 weeks and a worse radiological
bridging of the osteotomy. Histologically, in theimals with PTFE- membrane, adversely
to the control- animals, a significantly pooreripsteal callus formation was observed.
The periosteal callus was composed in the PTFEra@siby a significantly higher fraction

of fibrous connecting tissue while the fractiorbohe was less.



Summary

In conclusion, a standardized model to examinerthe of the soft tissue envelope in
fracture healing could be established. The woesditg after separating soft tissue from
bone was associated with an almost complete lackpesfosteal callus formation.

Subsequently we presume that an intact soft tisswelope is especially responsible for
periosteal callus formation. The established mazht thus be used to examine the

underlying mechanisms. The aim is the developmEnéw therapeutic pathways.
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2 EINLEITUNG

2.1 Inzidenz von Knochenbrichen und Folgeeffekte

Weltweit sterben durch Verkehrsunfélle jahrlich &20.000 Menschen, zehn bis 15
Millionen werden verletzt oder dauerhaft geschadighch einer Studie der ,Harvard
School of Public Health* und der Weltgesundheitanigation (WHQO) werden Unfélle

und ihre Folgen bis zum Jahr 2020 in der Ursachéesk fur Tod und Behinderung

international vom derzeit 9. auf den 3. Platz voken — dann nur noch ubertroffen von
den Folgen kardialer Erkrankungen und der unipalddepression (MICHAUD et al.,

2006).

Trotz der standig verbesserten Therapiemdglichkeitgehen muskuloskeletale
Verletzungen und hier vor allem Knochenbriche natdutenden medizinischen und

soziodkonomischen Problemen einher.

Durch die lange Immobilisation bzw. eingeschranWigbilisation nach Knochenbriichen
konnen tiefe Beinvenenthrombosen auftreten, vonewefiinf Prozent durch eine
Lungenembolie zum Tode fuhren. In Japan verlaufegas 20% der perioperativen
Lungenembolien tédlich (FURUYA, 2007).

Vor allem é&ltere Menschen erleiden Uberdurchsdhaftthaufig Knochenbriche. Hinzu

kommt das Problem des demographischen Gesellsalaaftiel. Die Menschen werden bei
racklaufigen Geburtenzahlen immer alter. Im Altemimt es wegen eines reduzierten
Kraftezustandes haufig zu Sturzereignissen, die ewegerminderter Knochendichte
(Osteoporose) ofter zu Frakturen fuhren als beggmnMenschen; vor allem ist hier an
Oberschenkelhalsbriiche zu denken. Hierdurch wendetfukunft die altersassoziierten

Frakturen im Gesamten stark ansteigen. Des Weitexgien Heilungsprozesse wahrend
der Frakturheilung, wie alle anderen Stoffwechsejdoge auch, in alteren Organismen
langsamer ab (PIIRTOLA et al., 2007).

Neben den medizinischen Folgen sind vor allem ligiggren Menschen, die am

Arbeitsleben und damit am wirtschaftlichen Wertgglndgsprozess aktiv teilnehmen, die



Einleitung

sozioOkonomischen Folgekosten zu beachten. Im Ja89® betrugen die Kosten fur
Frakturen und deren Folgen in den USA 100 Milliard@llar (GOMBERG et al., 1999;
BRINKER, O'CONNOR, 2004).

Laut Einhorn et al. betragt das momentane Risiko,Leben einen Knochenbruch zu
erleiden bei Mannern 50% und bei Frauen 33%. DW¢aéirscheinlichkeiten sind bereits
heute dem Risiko an einer koronaren Herzkrankheit ezkranken, gleich, und
verdeutlichen, dass Frakturen ein ernst zu nehnsegetgellschaftliches Problem darstellen
(EINHORN, 1995) Die Medizin hat in den letzten 30 Jahren groRedEbritte gemacht;
auch das Wissen zur Frakturheilung konnte erwieit@rden. Trotzdem sind die der
Frakturheilung zugrunde liegenden Mechanismen imz&nen nicht aufgeklart und es
kommt in 5-10% der Félle zu einer ausbleibenden dieabruchheilung (EINHORN,
1995).

Wahrend einfache Frakturen bei gesunden Patiemtedei Mehrzahl der Falle gut zu
behandeln sind, kennt man eine Reihe von Faktalienden normalen Heilungsverlauf
negativ beeinflussen (TYTHERLEIGH-STRONG et al.91® Eine besondere Bedeutung
spielt hier ein mit einer Fraktur assozierter Weadachaden, welcher mit einer erhéhten

Pseudarthroserate einhergeht.

2.2 Aufbau des Knochens

2.2.1 Makroskopischer Aufbau des Knochens

Aufgebaut ist der Knochen aus der
* Substantia compacta und der
* Substantia spongiosa

Die Grundeinheit aus der der Knochen aufgebauisstjas Osteon als eine zylindrische
Baueinheit. Es besteht aus einem zentralen Get#3jnd Havers'schen Kanal verlauft.
Um dieses Gefal? herum sind 3-7um dicke Knocherlem&onzentrisch angeordnet.

Zwischen diesen Lamellen sind die Osteozyten ,emmgeert”. Sie stehen Uber als
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Canaliculi verlaufende Zellfortsdtze miteinanderMarbindung. Der Durchmesser eines
Osteons variiert und kann 250-350um erreichen,Liduitgen bis zu einigen Zentimetern
(MARKS S.C., 2003).

Die Havers'schen Kanéle durchziehen den Knochendeén Langsachse, wobei
Querverbindungen zwischen ihnen als Volkmann'schedlke bezeichnet werden. An den
Orten grofdter mechanischer Beanspruchung (Perghest der Knochen kompakt
angelegt mit hoher Gewebsdichte (Substantia corapadte Substantia compacta umgibt
die Substantia spongiosa, welche aus einem drendiimealen Geflecht feiner
Knochenbélkchen (Trabeculae) besteht. Der Knochigd wom Periost (Knochenhaut)
umhdallt, welches reich durchblutet und im Gegensatz Substantia compacta und

spongiosa auch innerviert ist.

2.2.2 Zellularer Aufbau des Knochens

Knochen ist kein statisches Gewebe, sondern uvegerdiinem stéandigen Auf- und Abbau
durch das gerichtete Zusammenspiel osteo-anaboled asteo-kataboler Zellen
(PARFITT, 2002).

Drei wesentliche Zelltypen kdénnen hier unterscarederden:
* Osteoblasten
* Osteocyten
» Osteoklasten

Osteoblasten und Osteocyten stammen von Osteopt@agetien mesenchymaler

Herkunft ab und werden zu den osteo-anabolen Zghkeahilt.

Bei den Osteoblasten handelt es sich um Zellen, die Bestandteile der
Knochengrundsubstanz (Kollagen, Proteoglycane, dpisateine) synthetisieren und deren
Mineralisation regulieren. Sie befinden sich an @berflache der Knochenbalkchen und
stehen Uber feine zytoplasmatische Fortsatze raiéer in Verbindung. Histologisch
stellen sie sich basophil dar und weisen alle AstrEm aktiver, proteinbildender Zellen
auf. Sie produzieren Typ-l -Kollagen und sezermerm@kalische Phosphatase. Die

neugebildete, noch nicht mineralisierte Knochendsubstanz, die von den Osteoblasten
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abgegeben wird, bezeichnet man als Osteoid. AKDg&oblasten bilden taglich einen
etwa 1um dicken Osteoidsaum. Davon verkalken in fdégenden drei bis vier Tagen
siebzig Prozent. Der Rest mineralisiert innerhadb dachsten sechs Wochen (MARKS
S.C., 2003).

Der Osteozyt ist ein reifer, ausdifferenzierter Osteoblast, deollstandig von
Knochengrundsubstanz umgeben ist. Osteozyten diedféine, filopodienartige Fortsatze
miteinander verbunden. ,Gap junctions* gewéhrleisten Fluss von lonen und kleinen
Molekulen Uber eine Strecke von bis zu 15 Zellere genaue Funktion der Osteozyten,
die im Gegensatz zu ihren Vorlauferzellen, den @Qussten, keine Knochenmatrix
produzieren, bleibt bis heute zu grofRen Teilen kidge Man geht davon aus, dass sie als
eine Art Mechanosensor fungieren, der die Aktividar Osteoblasten und Osteoklasten
mittels Transformation mechanischer Stimuli in zélie Signale moduliert (JUNQUEIRA
LC, 2002)

Die Osteoklasten die Knochengrundsubstanz abbauen und zu den-dstebolen Zellen
gehdren, entstehen durch die Fusion mononukle&eler/ die aus hamatopoetischem
Gewebe stammen. Es sind grol3e, stark verzweigte bemeegliche Riesenzellen. Sie
weisen histologisch einen sehr grof3en, azidopldigiieib mit bis zu funfzig Zellkernen
auf und wolben sich meist tber die Oberflache dapdhenbélkchen. An Stellen wo
Knochengewebe abgebaut wird, liegen Osteoklasté&tinbuchtungen, die als ,,Howship-
Lakunen“ bezeichnet werden. Sie besitzen saure dipskn (tartratresistente saure
Phosphatasen) als Enzyme zum Abbau von Hydroxytapat

Osteoblasten, reife Osteocyten und Osteoklastemaigieren stark miteinander und sind
fur das Remodeling der Knochenmasse und fur dieekwalare Mikroarchitektur des
Knochens verantwortlich (MARKS S.C., 2003).
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2.3. Grundprinzipien der Knochenbruchheilung

2.3.1 Knochenheilung

Im Gegensatz zu anderen Geweben, bildet der Knobkeseiner Heilung keine Narbe
aus, sondern besitzt die Fahigkeit, seine phygiethe Struktur nach einer Verletzung
wieder herzustellen. Viele der im Rahmen der Frédlung ablaufenden, zellularen und
molekularen Prozesse gleichen genau denen, dieeméhder Embrogenese in der
Keimplatte ablaufen. Allerdings laufen diese Vorggnwahrend der Frakturheilung

zeitlich versetzt ab.

Die Frakturheilung durchlauft eine genaue Abfolgm®ldgischer Ereignisse, wobei
bestimmte parakrine und autokrine interzellularggn8itransduktionswege in einer
bestimmten Zeitfolge den Heilungsverlauf steuernNHEORN, 1998). Zahlreiche
Wachstumsfaktoren und Zytokine sind an diesem Bsobeteiligt. lhnen kommt eine
zentrale Rolle bei der Steuerung von Zellrekrutigru Angiogenese und
Zelldifferenzierung zu (WILDEMANN et al., 2004).

Durch ein Trauma mit Knochenbruch werden Kkleine t@talRe zerrissen. Die
Minderversorgung des nachgeschalteten Gewebesaundr&off (Hypoxie) ist gleichfalls

ein Stimulus zur Regeneration.

Bedeutend fur die Knochenbruchheilung sind dréungisfahige Zellverbéande:
1. DasEndost, von dem der Markraum tapetenartig ausgekleidet, wi

2. dasPeriost, das dem Knochen auf3en aufgelagert ist und

3. dasHavers'sche- Systemdas réhrenartig den Knochen durchzieht.

Diese Systeme enthalten Zellen, die zu knochenulele Osteoblasten differenzieren

kénnen (Osteoprogenitorzellen).

Von groflRer Bedeutung fur den Erfolg einer Knochaobheilung ist nicht zuletzt ein
intakter Weichgewebsmantel (Muskulatur) um die Erakerum. Klinische Studien und
verschiedene experimentelle Studien konnten zeiggass eine Verletzung des

Weichteilmantels die Frakturheilung negativ beeis$t und zur Ausbildung einer
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Pseudarthrose fiihren kann (BASSETT et al., 196ik) zDgrunde liegenden Mechanismen

sind jedoch noch unzureichend bekannt.
2.3.2 Arten der Frakturheilung:

Knochengewebe kann auf verschiedene Arten heilé@s Bangt von unterschiedlichen
Faktoren ab, insbesondere von der Stellung dertdmekden zueinander sowie der
mechanischen Stabilitdt der frakturierten Knoclnelea. Man unterscheidet eine primare

von einer sekundaren Frakturheilung.

2.3.2.1 priméare (direkte) Frakturheilung
Bedingungen hierfur sind:
1. Intakte Fragmentdurchblutung.
2. Mechanische Stabilitat der Fraktur.
3. Direkter Kontakt der Fragmente zueinamdeh anatomischer Reposition.

Unter diesen Vorraussetzungen heilt der fraktwgi&mochen ohne die Ausbildung eines
Kallus. Osteone durchziehen den Frakturspalt diekiang der Knochenléangsachse.
Knochenresorbierende Zellen (Osteoklasten) schnelidg der primaren Frakturheilung
durch resorptive Vorgange Kegel in das gegentlgetide Frakturende. Sie sind an der
Spitze einer den Frakturspalt durchwandernden Hirgbeg. ,multicellular bone forming
unit*). Diesen Zellen folgt ein Zentralgefald mitgteitenden Osteoblasten. Diese so
genannten ,cutting cones* durchwandern den Fragalrsund stellen die normale
osteonale Knochenstruktur mit Ausbildung neuer Hsigeher Kanale wieder her
(MARKS S.C., 2003).

2.3.2.2 sekundare (indirekte) Frakturheilung

Wenn eine anatomische Reposition oder eine sté&tatention der Frakturenden nicht
vorliegt, heilt der Knochen sekundar durch die Bid eines Kallusgewebes. Hierbei
erfolgt die Wiederherstellung der Knochenstruktowshl tber einen knorpeligen Kallus
(enchondrale Ossifikation) als auch Uber die deeBildung neuen Knochengewebes
(intramembrandse Ossifikation). Wéahrend der sekwamddrakturheilung laufen beide
Mechanismen zumeist zeitgleich ab.

10
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Der Verlauf der sekundaren Frakturheilung kanniimf fphysiologische Schritte eingeteilt
werden, die teilweise Uberlappend ablaufen (v, 8.uhd 4), (EINHORN, 1991):

1. Ausbildung eines Frakturhdmatoms durch Ruptur Blugefal3en in Periost und

Endost mit anschlieRender inflammatorischer Reaktio

2. Chondrogenese: Organisation des Hamatoms durchaeinsende Fibroblasten

und Chondroblasten mit Knorpelbildung
3. Intramembrandse Ossifikation (subperiostal)
4. Enchondrale Ossifikation

5. Remodeling

Durch das Trauma wird die Kontinuitdt des Knochemsstort, gegebenenfalls mit
zuséatzlichem Weichteilschaden und Verletzungen YRmriost, Sehnen, Nerven und
Gefalen. Es kommt dann zur Ausbildung eines Hamsutoit lokaler inflammatorischer
Reaktion und Infiltration durch Granulocyten, Mogten und Mastzellen. Die Mastzellen

wirken tber Histamin- und Heparinfreisetzung vomébh proinflammatorisch.

Im Frakturhamatom finden sich dartber hinaus phigpte Stammzellen, die zu
Osteoblasten, Fibroblasten und Chondroblasten féeistdizieren. In das Hamatom
sezernierte Zytokine und Wachstumsfaktoren fordiegrZellinfiltration, Angiogenese und
Zelldifferenzierung.

In der Entzindungsphase wird das Frakturhamatoral Iidsorbiert. Dann laufen zwei
Phasen zeitgleich an verschiedenen Orten der Fraiiu Bei der intramembrandsen
Ossifikation bildet sich, ausgehend vom Periosgplysar Osteoid. Mesenchymale,
pluripotente Stammzellen im Periost differenziereru  Osteoprogenitorzellen,
Praosteoblasten und Osteoblasten und beginnencGiédtmchen zu bilden (s. Abb. 1)
(EINHORN, 1998).
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inflammatorische Phase enchondralied intramembrandse Ossifikation
Eortikaler 3
Idedull

Prachon aenal Gz Enorpel. _iFeflechtlmochen

I _L—
Whaskel =
Héamatom SOt Hyperplastisthes

Periost

Abb.1: Gewebszusammensetzung wahrend der HeiluhggBMANN et al., 2004)

Dieser Geflechtknochen besteht aus anastomosierdfitechenbalkchen und wéachst von
beiden Seiten auf den Frakturspalt zu. FibroblastehOsteoblasten beginnen Kollagen zu
bilden, vor allem vom Typ I. Zwischen diesen Ko#adjbrillen lagern sich in der Folge

Mineraldepots (Hydroxylapatit) ab.

Zeitgleich zu dieser intramembrandsen Ossifikatéarft die enchondrale Ossifikation ab
(s. Abb. 1). Hierbei wird das Frakturhamatom duttyalinen Knorpel ersetzt, der
wiederum sukzessive wahrend der enchondralen &ssifin durch Geflechtknochen
ersetzt wird. Auch dieser wachst von distal undxpnal auf die Fraktur zu. Zusammen
mit Gefallen wandern knorpelabbauende (chondroktdst) Zellen ein. Sie schaffen im
Knorpelgewebe Hohlraume, die dann von Gefal3en ustdoprogenitorzellen ausgefullt
werden. Letztere differenzieren zu Osteoblasten, akieiden die freigelegten

Knorpelhdhlen tapetenartig aus und scheiden Ostnidias dann mineralisiert wird. Die
Hohlen werden so sukzessive mit Geflechtknochegedubt, in dem dann Osteoblasten

zu Osteozyten ausdifferenzieren.

Am Ende der Phase der enchondralen Ossifikatidnt sker vollstdndige Durchbau des

knorpeligen Frakturkallus mit trabekularem Knochen.

Nach Uberbriickung des Frakturspalts kommt es dann,Remodeling* des kndchernen
Kallus. Hier fuhren Knochenbildung und — resorptmun einem Abbau lUberschissigen
Gewebes und zum Ersatz des Geflechtknochens darokllaren Knochen (LE et al.,
2001).
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2.4 Die gestorte Frakturheilung

In 5-10% der Frakturen kommt es im Kklinischen Ajltau einer gestérten oder
ausbleibenden Frakturheilung (Pseudarthrose oasr-ymion”) (EINHORN, 2005).

Klinisch liegt per Definition eine Pseudarthroser,vasenn nach sechs Monaten keine
knocherne Uberbriickung der Fraktur erfolgt ist. @wm wird im Englischen der Begriff
.,Non-Union* gebraucht. Heilt der Knochen vier biechks Monate nach dem Trauma,

spricht man von verzégerter Frakturheilung oderlagped- Union*.
Prinzipiell werden zwei Arten von Pseudarthrosetersthieden: atrophe und hypertrophe.

Bei unzureichender Stabilisierung der Frakturendéml UberméRig knorpeliger Kallus
gebildet. Hierbei versucht der heilende Knochen chllurVergréRerung der
Querschnittsflache eine ausreichende Stabilitat erteichen um eine kndcherne
Uberbauung zu ermdglichen. Gelingt dies nicht,ldtleine kndcherne Uberbriickung aus
und es kommt zu einer hypertrophen Pseudarhtrosgerl Regel besteht die Therapie hier
lediglich in einer adaquaten Stabilisierung derkireenden, welche dann eine kntécherne

Uberbriickung des Frakturspalts erlaubt.

Wahrend der hypertrophen Pseudarthrose ein mechasidProblem zugrunde liegt, hat
die atrophe Pseudarthrose eine biologische Urs&tibekommt es zu keiner wesentlichen
Kallusformation und die Frakturenden bilden sichrizi. Die Entstehung atropher
Pseudarthrosen kann verschiedene Ursachen haben. iSDf eine begleitende

GefalRverletzung mit nachgeschalteter MinderversayguSauerstoff, Zellen und
Nahrstoffe) mit Pseudarthrosenbildung vergesellsehaWeitere Risikofaktoren sind
systemische Krankheiten wie Diabetes mellitus, Kind@men oder eine periphere arterielle
Verschlusskrankheit (COURT-BROWN, HUGHES, 1985). idMeeilverletzung von

Muskel und Periost fiihren ebenfalls zu einer dehtli erhfhten atrophen
Pseudarthrosenrate. Im Gegensatz zu hypertrophead&shrosen stellt die Therapie
atropher Pseudarthrosen ein grofRes klinischesldtnotbar (BROWNLOW, SIMPSON,

2000).
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2.5 Bedeutung der Weichteildeckung fiir die Frakturhelung

Ein intakter Weichteilmantel ist entscheidend fimeeungesttrte Frakturheilung. Dies
konnte in zahlreichen Kklinischen Studien gezeigrdee (KETTUNEN et al., 2002).

Schwerwiegender Weichgewebsverlust mit Periostabigsind konsekutiv verminderter
GefalRversorgung, sind mit einer schlechten Kndohiiimg assoziiert (GUSTILO et al.,
1984).

Bei einem Polytrauma kommt es vor allem im Rahmen tlochrasanzverletzungen,
neben der eigentlichen Fraktur, zu begleitendedetamgen von GefalRen, Nerven und
Muskeln. Sind diese Begleitstrukturen geschadgitdie Rate an Pseudarhrosen deutlich
erhoht (GOMBERG et al., 1999). So zeigen Tibiafua&h im Vergleich zu anderen
Rohrenknochen die hdchste Pseudarthrosenrate. vididsallgemein auf die schlechte
Weichteildeckung bei fehlendem ventralen Muskelmbantirickgefiuihrt (UTVAG et al.,
2002). Verschiedene tierexperimentelle Studiendbgein die klinische Beobachtung eines
Zusammenhangs von Weichteilschaden und einer ¢estdfrakturheilung. In einem
Frakturmodell in der Ratte konnte gezeigt werdeassd es durch Resektion der
angrenzenden Muskulatur zu einer verminderten Khildung kommt. Dies war begleitet
von einer signifikant reduzierten Steifigkeit demtersuchten Femora (UTVAG et al.,
2003).

Wahrend ein Zusammenhang zwischen Weichteilschadewd einer gestorten
Frakturheilung gut belegt ist, wissen wir kaum etwigber die zugrunde liegenden
pathophysiologischen Prozesse. Von groRer Bedeuighgdie Blutversorgung des
Knochens, die sowohl Uber die Muskulatur, als audber das Periost erfolgt
(RHINELANDER, 1974).

Nach einer Fraktur steigt der Blutfluss im anhafism Muskel stetig an, erreicht nach
zwei bis vier Wochen ein Maximum (RAND et al., 198Hat dieser hyperperfundierte
Muskel direkten Kontakt zum Periost, heilt die Ruaksignifikant besser, als wenn dieser
Muskel nach der Fraktur chirurgisch entfernt wirddTVAG et al, 2002).
Darlberhinaus flieBt nach einer Fraktur das Bluwthnimehr, wie gewo6hnlich, vom
Knochenmark Richtung Kortex, sondern umgekehrt, trggetal (TRUETA, 1974).
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Demnach spielt die Blutversorgung des heilenden ckans Uber Geféasse der

angrenzenden Muskulatur eine entscheidende Rolle.

Utvag et al. konnten im Rattenmodell zeigen, dasstsprung des anhaftenden Muskels
(ortsstandig oder eine Lappenplastik) fir den Hejkerfolg nicht ausschlaggebend ist, die
Intaktheit des Muskelgewebes allerdings schon.imereGruppe Ratten wurde hier der
Muskel mechanisch vom Knochen geldst (1), in eareteren resezierte man den Muskel
(2) und in einer dritten wurde der resezierte Muskarch ein Gluteus-Lappenplastik

ersetzt (3). Die Gruppen (1) und (3) zeigten nacWdchen keine Unterschiede in der
mechanischen Belastbarkeit des Knochens bei adgigdetlung, wohingegen die Gruppe

(2) eine signifikant verminderte Belastbarkeit zei@JTVAG et al., 2002).

Neben der GefalRversorgung kénnte die Muskulaturalglle fir Stammzellen von
Bedeutung sein. Es konnte nachgewiesen werden,\@atiuferzellen aus dem Muskel
die Fahigkeit haben in osteogene Zellen zu diffeerenn und an der Frakturheilung
mitwirken (REYNDERS et al., 1999). Ob diese Zell@ver Zellmigration oder tber den

Blutstrom an den Ort der Fraktur gelangen ist nucht bekannt.

Osteoblastare Vorlauferzellen werden nach einemriieadurch verschiedene Botenstoffe
chemotaktisch angelockt, um dann in Osteoblasterszualifferenzieren. Die
osteogenetischen Stammzellen muskularen Ursprungislew dementsprechend nach
einem Weichteiltrauma im Frakturheilungsprozesslefgeh mit konsekutiv erhdhter
Wahrscheinlichkeit von Stérungen der Frakturhell(BRUNDNES, REIKERAS, 1993).

2.6 Frakturmodelle

Zur Untersuchung der Frakturheilungsmechanismerm Sirermodelle bis dato eine
unabdingbare Voraussetzung. In vitro -Versuche bister nicht in der Lage die in vivo
ablaufenden, sehr komplexen Prozesse, zu simuli@Gtrdien am Menschen erlauben
keine histologischen oder molekularbiologischen dsuchungen, da hierzu repetitive
operative Eingriffe erforderlich wéren, die sichsaathischen Griinden verbieten. Im

Folgenden soll ein orientierender Uberblick tibegrifiodelle zur Untersuchung der Rolle
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eines Weichteilschadens auf die Frakturheilung menschiedlichen Spezies gegeben

werden.

2.6.1 Schaf

Vor allem fir die Entwicklung und Testung neuer Humimplantate ist das Schaf ein viel
verwendetes Versuchstier (NUNAMAKER et al., 19989.nutzte etwa diAssociation for

the Study of Internal Fixation (ASIFyviederholt Schafe fir die Untersuchung der
Frakturheilung unter Verwendung einer Platten-Gstethese  (SCHENK,

WILLENEGGER, 1977). Entsprechend ist die primareogmenbruchheilung an dieser
Spezies, bei der das Remodeling, wie beim Mensdlir,das Havers-System erfolgt, gut
beschrieben. Des Weiteren wurde das Schaf fir &tudir intramedullaren Marknagelung
verwendet (SCHEMITSCH et al., 1995). Ein Vorteisdgchafes als Versuchstier ist die
mit dem Menschen vergleichbare Knochenstruktur. Gré3e dieser Tiere erlaubt des
Weiteren Frakturstudien mit identischen Implantate& sie beim Menschen Anwendung
finden. Das grol3e Tier hat jedoch mit der Notwekeiigder Vorhaltung entsprechender
Stallungen und folglich groReren Kosten einen Naithtgegentber kleineren

Versuchstieren. Dartber hinaus sind die Madoglicldreitzu Untersuchungen auf
molekularer Ebene durch das Fehlen transgener Tiredesine verminderte Verfligbarkeit
biomedizinischer Werkzeuge (Primer, Antikorper )etceutlich schlechter als in

Kleintieren wie Ratte und Maus.

Meinig et al. verwendeten eine Polylactid- Membran@ Segmentdefektmodellen
verschiedener Spezies (Ziegen, Yucatan- MinischeyeiKaninchen und Schafe)
(MEINIG, 2002). Im Schafmodell wurden 7 cm groRRapthiysare Tibiadefekte mit einem
Polylaktidschlauch von 0,25 mm Wandstarke, 70.000 NIblektlgewicht der

Polylaktidmonomere und einer Porengréf3e von 5 gitb Uberbriickt. Die Stabilisierung
der Segmentdefekte erfolgte bei allen Tieren mitnee intramedulléaren

Verriegelungsmarknagel. In einer Gruppe erfolgteamziich zur Polylaktidmembran die
Transplantation eines Beckenspans in den Defektdidéser Studie wurde in beiden
Gruppen nach 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 und 64 Wochernlort Knochengewebe neu gebildet,
wo die Knochenstimpfe nicht von der Polylaktidmeambumgeben waren. Die Autoren

gehen davon aus, dass die kleine PorengroRe (5uim)5das Einwachsen neuer Gefalie,
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die Migration von Zellen, oder eine ausreichendiuBion von Nahrstoffmolekilen, nicht

zulielR.

Schmidt et al. gingen 2008 im Schafexperiment deag& nach, welche Rolle die

Weichteile bei der Kallusdistraktion spielen. Higrerfolgte ein Segmenttransport mittels
Fixateur externe in der Tibia von Schafen. Es wwidé/Neichteilschaden durch Resektion
von Muskulatur erzeugt, wahrend in der Kontrollgrepdie Muskulatur intakt blieb. Die

Autoren beobachteten lediglich wahrend der friheémasB der Kallusreifung eine

verminderte Mineralisation in den Tieren mit Wedallgchaden, was einherging mit einer
verminderten Vaskularisation. Wahrend spateren éthater Heilung fand sich kein

Unterschied mehr zwischen Tieren mit oder ohne Weilschaden (SCHMIDT J, 2008).

2.6.2 Primaten

Primaten werden wegen hoher Anschaffungskosten samdechter Verfugbarkeit nur
eingeschrankt als Modelltiere zu Frakturheilungsigin verwandt. Phylogenetisch ist die
Knochenstruktur von Primaten mit der des Menschen ehesten vergleichbar. Laut
Nunamaker et al. sollten Studien zur FrakturheilangPrimaten aus ethischen Grinden
(Ahnlichkeit in Gestalt und Sozialverhalten zum Melmen) und wegen der Verfiigbarkeit
anderer Modelltierarten aber moglichst verlasserdere (NUNAMAKER, 1998).

2.6.3 Hund

Da die Frakturheilung am Hund in der Tiermedizim\grof3er Bedeutung ist, sind viele
Daten zur Behandlung und zu den biologischen Hg#ahlaufen verfigbar (JOHNSON,
STEIN, 1988). Aber auch flur tierexperimentelle Atbe ist der Hund ein viel
verwendetes Versuchstier. Es wurden zahlreichetmralodelle mit internen und externen
Stabilisierungstechniken, aber auch Modelle ohabifdierung sowie mit verzégerter und
ausbleibender Frakturheilung entwickelt (VOLPON949PETER et al., 1996).

Whiteside et al. untersuchten schon 1977 im Hundiethaie akuten Auswirkungen der
Periostentfernung und des Ausfrasens des Markraauhglen regionalen Blutfluss im
Knochen mit der Wasserstoff- Auswaschmethode. Miewird eine Platinelektrode in
einen zuvor im Knochen geschaffenen Hohlraum eiitgef Uber die Potentialanderung
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an der Platinelektrode kénnen Rickschlisse auBldirersorgung des Knochens gezogen
werden. Das Versuchstier atmet Wasserstoff Ubee ®&laske bis zu einer gewissen
Blutkonzentration ein. Uber eine mathematische &wrang kann dann die
Blutversorgung des Knochens bestimmt werden. DatflBss wurde hier in der rechten
Tibia- Diaphyse gemessen, dann wurde das Periotligimig vom mittleren Drittel der
Diaphyse entfernt und erneut gemessen. Danach widedeMarkraum ausgefrast und
erneut die Knochendurchblutung gemessen. Die @aidflessungen wurden danach an
der linken Tibiadiaphyse wiederholt, allerdings dendort zuerst der Markraum ausgefrést
(1. Messung) und dann das Periost entfernt (2. iegs Der Blutfluss in der Hundetibia
wurde weder durch die Periostentfernung, noch dutab Ausfrasen des Markraums
signifikant herabgesetzt. Allerdings wurde der Blss durch additives Zufligen beider
Schadigungen vdllig gestoppt (WHITESIDE et al., 897Demnach kénnte bei einer
Fraktur mit Periostschaden ungdertsérung des Markraums durch osteosynthetische
Versorgung die Knochendurchblutung stark herabgeseid somit eine Heilungsstérung

induziert werden.

2.6.4 Katze

Die Knochenbruchheilung an der Katze ist bisher gddwim Rahmen von
tiermedizinischen Therapiestudien als auch von dhonsgsarbeiten an Frakturmodellen
analysiert worden. Es wurden unterschiedlichste hbldén zur operativen sowie
konservativen Behandlung von Frakturen, aber aucim zEinheilverhalten von
Knochentransplantaten beschrieben (PUECH et aB0)19Die Anatomie der langen
Rohrenknochen der Katze, insbesondere des Fenmwegen einer langen und geraden
Konfiguration besonders zur Einbringung von intrdoiiren Implantaten aber auch von
Platten- und Schrauben- Osteosynthesen geeigneeitén zur Untersuchung der Rolle
der Weichteile auf die Frakturheilung wurden jed&eime beschrieben. Heute spielt diese

Spezies zu Frakturheilungsstudien eine untergetedielle.
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2.6.5 Kaninchen

Wahrend in friheren Studien vor allem Grof3tiermiedetur Untersuchung der
Knochenbruchheilung benutzt wurden, hat sich imgg@iar Vergangenheit zunehmend das
Arbeiten mit Kleintieren etabliert. Neben Ratte ulldus werden auch Kaninchen als
dritte Nagetier-Spezies haufig zu Studien der Keothuchheilung genutzt
(NUNAMAKER, 1998). Durch die KorpergroRe dieser rEig sind biophysikalische
Untersuchungen praktikabler als bei Klein-NagerrsteOsynthesematerialien, die vor
allem an der Maus eine hohe technische Heraustardedarstellen, wie etwa Fixateur
externe, Platte, Schraube, oder Verriegelungsndg@#inen am Kaninchen einfacher
konstruiert und angewandt werden (DEIBERT et &94). Die Kosten fur Anschaffung,
Zucht und Haltung von Kaninchen werden verglicheit @ro3-Saugern als deutlich
geringer beschrieben (CRITCHLOW et al., 1995).

Stafford et al. untersuchten im Kaninchenmodell diéeichteile als Ursprungsort
osteogenetischer Zellen im Frakturheilungsprozagelsiimmunhistochemischer Farbung
des Osteokalzins in Osteoblasten. Bei zwolf weiednnlichen Neu Seeland Kaninchen
wurde an der rechten Tibia eine transverse Ostaetdorchgefiihrt. Um sicherzustellen,
dass der Defekt nur von osteogenetischen ZellerdansNeichgeweben erreicht werden
konnte, hatte man sowohl das Knochenmark, als @ch des angrenzenden Periosts
entfernt. Die Fraktur wurde mit einem intramedwdlérNagel stabilisiert. Je 6 Tiere
wurden nach 1 und nach 2 Wochen euthanasiert. EgewiRontgenaufnahmen der Tibiae,
sowie eine Osteokalzinfarbung von histologischernniten angefertigt. Keine der
Frakturen war am Ende des UntersuchungszeitraurhsilgeAn den Perioststimpfen
bildete sich ein Kallus mit Knochen- und Knorpelgde, der auch radiologisch
nachgewiesen werden konnte. Im Frakturspalt hingeg@wie im angrenzenden Muskel
und den zahlreichen Blutgefal3en, konnten keine dbisten immunhistochemisch
angefarbt werden. Stafford et al. kamen zum Schlilsss zumindest in der Frihphase der
Frakturheilung das Periost und der Markraum eingenttich bedeutendere Rolle spielen,
als die Weichteile. Der angrenzende Muskel konnts dehlende Periost und
Knochenmark innerhalb der ersten beiden Wochert kampensieren (STAFFORD et al.,
1992).
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Eine Studie von Reynders et al. untersuchte dieogsinetische Potenz freier, autologer
Periostgrafts im Kaninchenmodell. Ein bedeutendercWteilschaden wurde sowohl durch
eine Periostentfernung, sowie eine Silastic- Memb(&ilikon) simuliert. Die jeweils
rechte und linke Tibia eines mannlichen Neuseeldfahinchens (n= 57) dienten als
Verum und Kontrolle. Nach Einbringen eines intraoi&gen Marknagels wurde die Tibia
transversal osteotomiert und jeweils 1 cm Periosximal und distal des Defekts entfernt.
Um das Einwachsen periostalen oder extraossarereligsazu verhindern, wurde eine
Silastic- Membran (2 mm dickes Silikon) um 2/3 g¢esteromedialen Knochenumfangs
genaht. In der einen Gruppe (A) wurde auf das Slafreie Knochenfenster autologes
Periost gespannt und mit dem angrenzenden Pernsstl dind proximal vernaht. Das
Transplantat hatte somit lediglich Kontakt zur Hanitht zum Muskel. In der zweiten
Gruppe (B) wurde das Periost in transversaler Riaptgespannt, ohne Kontakt zu den
Perioststimpfen.  Die  Kontrollgruppe blieb ohne  @&stransplantat. Die
Revaskularisierung des grafts wurde mittels ,caloreikrosphere”- Technik untersucht
(C). Die Tiere wurden nach 4, 6, 15, 19, 28, 4Q,38 62 und 67 Wochen euthanasiert
und ein 2 cm Segment der Tibia inklusive der Membeathommen. Die Auswertung
erfolgte radiologisch und histomorphometrisch. Béutfluss im Periostgraft wurde in 8
Kaninchen nach 1, 2 und 3 Wochen post OP gemeBsau wurden 5 cm3 von farbigen
Polystyrennanokugeln in die linke Herzkammer igjizi 5 Minuten spater wurde das
Kaninchen getotet, die Nieren wurden entfernt umdlysiert um die gleichméaRige
Verteilung des Kontrastmittels im gesamten Korpeu zewahrleisten. Das
Periosttransplantat und die Kontrolle der kontexi@en Tibia wurden nach Hamatoxylin-
Eosin- Farbung ausgewertet (,colored mikrosphefeehnik). Es wurde im Hinblick auf
einen spaltiberbrickenden Kallus ausgewertet. NerhWochen war diesbezlglich kein
signifikanter Unterschied in den Tibiae mit odeneHongitudinale Periosttransplantation.
Nach 6, 15, 19 und 26 Wochen zeigten Tiere mit d3ddppentransplantation eine
signifikant bessere Heilung mit erhdhter Durchbhgfuder Periostlappenplastik. Nach 40
Wochen lagen dann keine signifikanten Unterschiedélinblick auf ein Gberbriickendes
Kallusgewebe mehr vor. Diese Arbeit kam zum Sahldsss transplantiertes Periost sein
osteogenetisches Potential behalt, vor allem, wesnin direktem Kontakt zum
ortsstandigen Periost steht (REYNDERS et al., 1988¢rdings hat das Kaninchen eine
primitive Knochenstruktur und bildet im Gegensatamz Menschen in grol3er Menge
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Knorpel zur Frakturiberbriickung. Auch belastet eliddager eine Fraktur im Vergleich
zum Mensch sehr frih und anders. Die Daten sincerdabr eingeschrankt auf den

Menschen ubertragbar.

2.6.6 Ratte

Ratten sind schon seit langerem als ModelltieredférKnochenbruchheilung etabliert. Es
wurden dabei Femur, Tibia, Schadel, MetatarsaléjuiR®aund Ulna als Frakturlokalisation
genutzt (GURGEL et al., 2005; HEINO et al.,, 200Ber grof3e Vorteil der Ratte
gegeniuber der Maus liegt, ahnlich wie der des Kamans, in der KérpergrolRe, was vor
allem die operative Handhabung, aber auch die libamesche Testung deutlich
vereinfacht. Grundsatzlich kann man die Tibia- dresnur- Frakturmodelle an der Ratte
mit denen an der Maus vergleichen. Instabile Piste@ynthesen (BONNARENS,
EINHORN, 1984) werden zwischenzeitlich auch an Ratte sukzessive durch stabile
Fixationstechniken unter Verwendung von Platten,rri¢gelungsmarkndgeln sowie

externen Fixateuren erganzt (WILLIE et al., 2009).

Landry et al. publizierten im Jahr 2000 eine Arbait Ratten, die den Effekt eines
Weichgewebsschadens auf die frihe Reaktion de®d$eerbei einem Knochentrauma
untersucht (LANDRY et al., 2000). Hier wurde einrkalisdefekt in die anteromediale
Tibia gefrast (1,1 mm Durchmesser, 0,5 mm Tiefe)eiher weiteren Gruppe wurde ein
Stick des M. tibialis anterior, zur Simulation en&Veichteilschadens, Uber dem
Knochendefekt reseziert. In einer weiteren Gruppe Ratten wurde lediglich der Muskel
reseziert ohne einen Knochdefekt zu erzeugen. felgter eine quantitative, histologische
Bestimmung der Zellproliferation, der Osteoblasterdentration (Methylgriin/ Thionin-
Farbung) und der Kallusbildung (Dicke vom Boden Begekts bis zur Kallusoberflache)
innerhalb eines 3 mm Radius vom Mittelpunkt deseRes. Der Kortikalisdefekt induzierte
einen Anstieg der Proliferationsrate der Perioktnelm Zeitverlauf. Diese Zellen wurden
zuvor als Osteoprogenitorzellen und Osteoblastemarash morphologischer und
histochemischer Charakteristika identifiziert. Euasatzlicher Muskelschaden fuhrte nur
am ersten Tag zu einer weiteren Steigerung deriofReroliferation, jedoch nicht zu
spateren Zeitpunkten. Der zuséatzliche Muskelschéilerte zu einer signifikant erhdhten

Osteoblastenkonzentration (p< 0,05) vom 2. bis ZunTag im Kortikalisdefekt, hatte
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jedoch keinen Einfluss auf die gebildete Kallusneeriger Knochendefekt heilte von der
Peripherie ausgehend ohne Unterschied zwischenedeelnen Gruppen. In diesem
Modell fuhrte ein Weichteilschadens durch die R#@eekeines Muskels nicht zu einer
verminderten Knochenbildung im Kortikalisdefekt. i@egenteil fihrte ein zusatzlicher
Muskelschaden zu vermehrter Periostproliferatiod orehr Osteoblasten (LANDRY et
al., 2000).

Utvag et al. haben mehrere Frakturstudien im Ratterell publiziert. Unter anderem
untersuchten sie die Rolle von Periost und umgefranduskelmantel auf die
Frakturheilung im Femur der Ratte (UTVAG et aB98). Es wurde jeweils eine offene
Osteotomie des medialen Femur durchgefuhrt undeidrleibende Knochensteg manuell
frakturiert. Die Fraktur wurde nach Auffrdsen dearkfaums mit einem intramedullaren
Pin stabilisiert. In einer Gruppe (1) wurde dasié®rvon der kompletten Femurdiaphyse
abgel6st, jedoch nicht entfernt. In einer weite@ruppe (2) wurde diese Trennung
zwischen Periost und Muskel vollzogen. In einetteini Gruppe (3) wurde analog zu
Gruppe (2) vorgegangen, wobei zusatzlich eine 16 mamge PTFE- Membran
manschettenartig um die Diaphyse genaht wurde, mbdknochen und Muskelmantel
getrennt waren. Nach 4 Wochen erfolgte nach Euthanaie Explantation und
Auswertung der Femora. Es wurde die Kallusdicke emer Schublehre bestimmt, eine
réntgenologische sowie eine biomechanische Auswer{Biegetest) durchgeftihrt. Die
Osteotomien in Gruppe (1) und (2) heilten Gber mriperiostalen Kallus, wohingegen die
Kallusbildung nach Separierung des Muskelmanteistdeine PTFE -Membran (Gruppe
3) sehr gering ausfiel und signifikant kleiner vads in den beiden anderen Gruppen. Tiere
der Gruppe 3 zeigten auch eine signifikant geriagbelomechanische Steifigkeit im

Vergleich zu den beiden anderen Gruppen.

2.6.7 Maus

Wegen der geringen Kosten fur Anschaffung, Zuchd #faltung der Spezies (geringe
KorpergroRe) sind im Gegensatz zu groReren Tiererf3eg Versuchsgruppen gut
umzusetzen. Durch die Existenz biomedizinischer Ré&arge (Primer und spezifische
Antikorper), sowie durch die Verfugbarkeit von tsgenen Tieren und Knock-out

Stammen, ist die Maus vor allem fir molekularbiidobe Studien besonders geeignet
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(ROSSANT, NAGY, 1995). Die Mechanismen der durcmeai Weichteilschaden
gestorten Frakturheilung sind noch unklar, sodasdransgenen Tieren oder Knock-out
Stammen hier speziell die zugrunde liegenden mtdedm Mechanismen in der Maus

untersucht werden kénnen.

In den bisher verdffentlichten Frakturmodellen aner d Maus wurde die
Knochenbruchheilung vor allem an der Rippe, denalgowie dem Femur untersucht
(HILTUNEN et al., 1993; HOLSTEIN et al., 2007). Rign eignen sich wegen ihrer
unginstigen Form schlecht fir biomechanische Tast$ wurden daher fast nur fur
Genexpressionsanalysen wahrend der Frakturheillergvandt (YAMAGIWA et al.,
1999). Im Gegensatz zur Rippe eignen sich die Tkoavie das Femur gut far
biomechanische Tests. Die anatomischen VorteileMiggsefemur gegentber der Tibia
liegen in einem einheitlichen runden Querschnitigoger Weichteildeckung (CHEUNG et
al., 2003).

Tibia- und Femur- Frakturmodelle an der Maus kongemdsétzlich unterteilt werden in
Modelle bei denen die Fraktur geschlossen odemodizeugt wird. Die geschlossenen
Frakturmodelle kdnnen wesentlich auf das von Bosmawund Einhorn 1984 an der Ratte
beschriebene Modell zurickgefuhrt werden (BONNARERSNHORN, 1984). Mithilfe
einer stumpfen Guillotine wird eine standardisigrensversale Fraktur unter minimalem
Weichteilschaden erzeugt. Das korrespondierende eMoah der Maus wurde von
Hiltunen und Kollegen 1993 an der Tibia (HILTUNENa&., 1993) und von Manigrasso
und O’Connor 2004 am Oberschenkelknochen erstniagchrieben (MANIGRASSO,
O'CONNOR, 2004). Fur die offene Femurfrakturierumgd Uberwiegend ein lateraler
longitudinaler Zugang geschaffen, um unter Sichfralturieren oder zu osteotomieren
(GARCIA et al., 2008). In den meisten Frakturmoelelan Ratte und Maus werden das
Femur beziehungsweise die Tibia nach definiertefta@schnitten entnommen; die
Knochenbruchheilung wird dann zumeist mit radicdoben, biomechanischen und
histologischen Methoden analysiert. Die biomecldm@sTestung wird vorwiegend als
Drei- Punkt-, Vier- Punkt- oder Rotationsmessungchgeftihrt (HOLSTEIN et al., 2007).

Trotz der zunehmenden Anzahl an FrakturstudierernMthus gibt es einen grol3en Mangel

an Modellen zur Untersuchung des Weichteilschadrrisdie Frakturheilung. Dies ist
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jedoch von groRem klinischem Interesse, da Frakturenit begleitenden

Weichteilverletzungen mit einer hohen Pseudarthaetserergesellschaftet sind.

Die einzige Studie zur Untersuchung eines Weidtkddens auf die Frakturheilung
wurde von Harry et al. zeitgleich mit der vorlieden Arbeit publiziert (HARRY et al.,

2008). Harry et al. fihrten eine offene Osteotoameder Tibia der Maus durch, welche
mittels eines einfachen intramedullaren Pins stastl wurde. Harry et al. konnten zeigen,
dass es durch Separation der Osteotomie von deoht¥#en zu einer Verzogerung der
Frakturheilung nach 28 Tagen kam. Bis auf das vamyHet al. beschriebene Modell gibt
es derzeit keine weiteren Modelle in der Maus zatetsuchung der Rolle der Weichteile

auf die Frakturheilung.

2.7 Zielsetzung der Arbeit - Fragestellung

Wahrend ein negativer Effekt eines Weichteilschadmuf die Frakturheilung bekannt ist,
sind die zugrunde liegenden Mechanismen ungekliet.der Arbeit ist die Entwicklung
eines tierexperimentellen Modells zur Erforschurgy dRolle der Weichteile bei der
Frakturheilung. Um die molekularen Prozesse staediezu konnen, erfolgte die
Modellentwicklung in der Maus. Zur Simulation einggaximalen Weichteilschadens
erfolgt die Separation von Knochen und Muskulatutteis einer PTFE- Membran.
Hierdurch wird ein Verlust der Muskulatur simulierbhne funktionell den

Bewegungsablauf der Maus zu beeinflussen.
Unsere Hypothese lautet:

,ourch Trennung von Muskulatur und Knochen durcheePTFE Membran kommt es zu

einer Verzégerung der Frakturheilung.”
Unsere entsprechende Nullhypothese lautet:

,ES gibt keinen Unterschied in der Frakturehilungvigchen Tieren mit intaktem
Weichteilmantel und Tieren bei denen Knochen undskMatur durch eine PTFE

Membran getrennt wurden.”
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 Tiere und Tierhaltung

Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem sighgn Tierschutzgesetz und nach
Genehmigung durch die Saar-Pfalz-Kreis-Kreispdtighdrde am Institut fir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitat des Samtés an weiblichen CD-1-Mausen
durchgefuhrt. Die Tiere mit einem Alter von 9- 14W¥en und einem Gewicht zwischen
30 und 40g wurden unter klimatisierten Bedingungeneiner Temperatur von 22-24°C,
12-stindigem Tag- Nachtrhythmus und einer Luftfeigéleit von etwa 60% gehalten. Die

Mause hatten unbegrenzten Zugang zu TrinkwasseStardlardlaborfutter.

3.2 Studienaufbau

Insgesamt wurden 48 Tiere analysiert. In 24 Tievende die Muskulatur vom Knochen
mittels einer PTFE- Membran (Cytoplast®, REGENTEBR5200, ORALTRONICS®,

Dental Implant Technology GmbH, Bremen) getrenneiiMrangruppe). Bei weiteren 24
Tieren wurde die Muskulatur wieder dem Knochen &ggat (Kontrollgruppe). In jeder

Gruppe wurde nach 2, 5 und 10 Wochen die Fraktuningiradiologisch, histologisch und
biomechanisch analysiert (n= 8 pro Gruppe und Zekfy s. Abb. 2). Von allen Tieren
wurde post mortem eine Rontgenaufnahme des rethitgarbeines angefertigt (Heliodent
DS, 60mV, 0.08 ms Belichtungszeit, 50/60 Hz, Sir@ental Systems, Besheim). Nach
Durchfuihrung der nicht- destruktiven biomechanischiestung wurden die Knochen der

histologischen Auswertung zugefihrt.
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[ MouseScrew® ]

[ Kontrolle ] [ Membran (PTFE) ]
( 2 Wochen n=8 ) [ 2 Wochen n=8 )
( 5 Wochen n=8 ) ( 5 Wochen n=8 )
[ 10 Wochen n=8 ) ( 10 Wochen n=8 )

Abb. 2.: Studienaufbau

3.3 Anasthesie und Operationsvorbereitung

Von allen Mausen ermittelte man prdoperativ das iG®w zur Kkorrekten
Narkosedosierung. Die Tiere wurden mit einer irgrégpnealen Injektion von Ketamin
(Ketavet, 75 mg/ kg KG, Pfizer, Karlsruhe) und Xaita(Rompun, 25 mg/ kg KG, Bayer
Vital GmbH, Leverkusen) anasthesiert. Um ein Austnen der Augen zu verhindern,
bestrich man jeweils die Kornea mit Dexpanthenakgénsalbe (Bepanthen, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen). Nach elektrischer Rasur (Eleltiraesculap AG, Tuttlingen) des
rechten Beines bis Uber die Hufte hinaus und Epitienit Enthaarungscreme (Elca med,
Asid Bonz GmbH, Herrenberg, 15 Minuten Einwirkzenurde die Enthaarungscreme
abgewaschen und anschlieRend das Bein mit Soft§peay (Braun AG, Melsungen)

desinfiziert.
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Das Instrumentarium bestand aus einem feinen Naldeth und Pinzette, einem
Einwegskalpell (GréRRe 15), einer Schere, einer geben Klemme sowie einer gebogenen
Pinzette. AuRerdem wurden ein Seitenschneider seweGigli- Drahtsage (9= 0,22mm)
verwendet. Hinzu kam ein elektrisch betriebener rBoi{(Proxxon®, 0,5 mm), sowie
Nahtmaterial (Prolene® entweder 5/0 oder 6/0, Ei® Germany). Alle verwendeten
Instrumente und Materialien wurden vor Operatioggioie mit alkoholischer
Desinfektionslésung (Softasept®) desinfiziert. Beéer Operation wurden unsterile
Handschuhe (Peha-soft® Powderfree, Paul Hartmann KW&denheim/Deutschland)

getragen sowie OP-Oberbekleidung.

3.4 Operation

Implantation der Schraube:

Medial der Patellarsehne erfolgt ein ungefahr 4 lamger Hautschnitt zur Darstellung des
Knies. Die Sehne wird medial, bei gestrecktem Bgatjst, nach lateral luxiert und durch
Beugung des Beines in dieser Position gehaltefls. 3 A, B). Die Femurkondylen sind

nun gut dargestellt. Zwischen diesen wird die @atis mit einem 0,5 mm dicken,

elektrischen Bohrer (Proxxon®) erdffnet und sormtZugang zum Markraum geschaffen.
Mit einer Kanile (24 G) wird der Markraum sondiartd durch Drehen der Kanule ein
Kanal fir das Gewinde der Zugschraube geschaffenKdnlle steckt dann ganz im
Trochanter major der Maus (s. Abb. 3 C, D).
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Abb 3: A: Nach Enthaarung des Beines istR#itella durch die Haut zu sehen , das Op.- Gelidtmit
dem dargestellten Griff fixiert. B: Parapatellarautinzision mit Sicht auf das Ligamentum
patellae. C: Luxation der Patella nach lateral$itht auf die Fossa intercondylaris. D: erdffneter
Markraum mit liegender Kanile (@ = 0,55 mm, 24G).

Nach Entfernen der Kanile wird eine Zugschraubeb(#bMouseScrew®) eingebracht.
Danach entfernt man den Schraubendreher und elgtedim lateralen Zugang zum
Femur.
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Abb. 4: Intramedullare Zugschraube. Die Titanaabe (1) ist mit einem konischen Schraubenkopf (5)
sowie einem distalen Gewinde (6) versehen. Ubes Sallbruchstelle (2) ist die Schraube mit
einem Eindrehinstrumentarium (3) verbunden. Beg¢rirdefinierten Drehmoment kommt es zum
Versagen der Sollbruchstelle, so dass alle Fraktun# der gleichen Kompression verschraubt
werden. Beginn des Gewindes am distalen Schrauden@&.

Femurzugang:

Das Tier ist in Bauchlage gelagert, das rechte Bbgespreizt. Durch Tasten erkennt man
die Lage des Femur. Nun wird die Haut etwa 15 mmg lanzidiert, das Femur
intermuskular freiprapariert. Die Dissektion erfiohyvischen Periost und Muskulatur. Die

Gewebe werden dabei maximal geschont.
Osteotomie:

Eine Gigli- Draht-Sage (AO Development InstitutevDs, Schweiz, @= 0,22 mm) wird
hinter dem Knochen durchgefuhrt, sagt ihn durch amrsgen und pendelnden Zug
entzwei. Durch Vorandrehen der intramedullaren Zbgaube wird die Fraktur reponiert
und der Osteotomiespalt geschlossen. Durch die ebmge Sollbruchstelle der
Mousescrew® am Eintrittspunkt am Knie ist die Kosgwmion auf die Frakturenden
standardisiert (s. Abb. 4).

Implantation der PTFE- Membran

Wahrend in der Kontrollgruppe die abgeloste Muskulavieder dem Knochen angelagert
wurde, erfolgte in der Membrangruppe die SeparatamKnochen und Muskulatur durch
eine PTFE- Membran (Cytoplast® REGENTEX GBR-20RADTRONICS®, Dental
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Implant Technology GmbH, Bremen). Dies erfolgte Amschluss an die Osteotomie und
die Implantation der intramedullaren Zugschraub#etsi eines 4 x 7 mm grol3en, nicht
resorbierbaren PTFE- Membranstiickes, welches ungdsamten Knochen genaht wird
(Prolene® 6/0, Eticon, Germany). Hierdurch wird #&&ochen zwei Millimeter proximal

und distal der Osteotomie von der Muskulatur unch dFeichteilen getrennt. Der

Porendurchmesser der Membran betragt 0,2 um uadbérsomit keine Durchwanderung
von Zellen oder BlutgefaRen. Ein schichtweiser Wiansichluss am Femur und am Knie

beendet die Operation.

Postoperative Versorgung:

Bis zum Aufwachen standen die Mausekafige vor eRetlichtlampe um ein Absinken
der Korpertemperatur zu verhindern. Die Tiere drbimepostoperativ, nach 24 und nach 48
Stunden eine subkutane Applikation des Analgetik@agrofen (Rimadyl, 6,5 mg/kg KG,
Pfizer GmbH, Karlsruhe). Unmittelbar nach der Opera wurden die Mause in
Einzelkafige verteilt. Wenn sich nach einigen TaganBewegungs- und Fressverhalten
normalisierte und die Wundheilung eingesetzt hattdolgte die Unterbringung mit

insgesamt bis zu vier Tieren in einem Kafig.

Nach Ablauf des gruppenspezifischen Analysezeitsauwurden die Tiere durch
Genickbruch getotet und die linken sowie die rechf@mora nach Anfertigung einer

Rontgenaufnahme entnommen.

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

Frakturbereichs wurden die umgebenden Weichtednesteziert.

Die PTFE- Membran wurde beim Anfertigen der hisgidohen Schnitte am Knochen
belassen. Vor der Biomechanischen Untersuchung evualié Naht erdffnet und die

Membran etwas gelost, jedoch nicht vollstandigesntt
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3.5 Rontgenologische Auswertung

Da die intramedullare Fixation unter Sicht erfolgtyurde auf postoperative
Rontgenaufnahmen zur Lagekontrolle der Zugschraueezichtet. Nach Ende der
Beobachtungszeitrdume wurden Roéntgenaufnahmen ogégit DS, 60mV, 0.08ms
Belichtungszeit, 50/60Hz, Sirona Dental SystemsshBan) im anterior- posterioren
Strahlengang mit einem Abstand von 35 mm zwischigahfenquelle und Rontgenfilm
(Kodak IP-21 Dentalfilm, Eastman Kodak Company, N¥ark, USA) aufgenommen,
welche direkt im Anschluss in einem Automaten filitraorale Rontgenfiime (Periomat
Plus, Durr Dental, Bietigheim-Bissingen) entwickelurden. Die Rontgenaufnahmen

wurden daraufhin digitalisiert.

Zur Beurteilung der Frakturheilung bestimmte mann d&allus- (Kd.) und
Femurdurchmesser (Fd.) mit Hilfe einer Computevsafe (Image J 1.37v, Wayne
Rasband, National Institutes of Helth, USA) undeehnete daraus das Verhéltnis aus
Kallus- und Femurdurchmesser (Kd./Fd.) des fraktten Beines. Zusatzlich erfolgte eine
Punktevergabe fur den Heilungsgrad der Frakturpeatdend der Klassifikation von
Goldberg (GOLDBERG et al., 1985), bei der :

* 0 Punkte fur Pseudarthrose bzw. “nicht geheilt",
* 1 Punkt fur “potentiell geheilt* und

e 2 Punkte fur “geheilt* vergeben wurden.

3.6 Biomechanische Auswertung

Vor Beginn der Testung wurde die intramedullare stigaube entfernt ohne die
Strukturen des Knochens in der Frakturzone zu laekgbn. Bei einigen Femora war
jedoch nach Entfernung der Schraube keine biomesties Testung moglich, da keinerlei
Zusammenhalt zwischen den Knochenenden mehr best&hidr wurde eine

Biegesteifigkeit von 0 N/mm angegeben. Bei den éfiemit PTFE- Membran wurde die
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Naht eroffnet und die Membranmanschette leichtsigf@édoch nicht vollstandig entfernt

um eine Beeinflussung der biomechanischen Testurvgzmeiden.

Jedes Femur (rechtes und linkes) wurde einem 3iFRiegetest unterzogen. Diese
Untersuchung wurde mit einer Materialtestungsmaschder Firma Zwick (Zwick®,
Ulm/Deutschland) durchgefihrt (s. Abb. 5).

Die Knochen wurden hierzu auf eine Unterlage desdfiae platziert, die zentral eine
Licke von 6 mm aufweist. Die Femora wurden so aufldnterlage angebracht, dass der
Frakturbereich genau in der Mitte dieser Licke wadierbei wurden die Femora so
platziert, dass das ventralseitige Femur nach abagte. Auf diese Stelle wurde dann von

oben durch einen in vertikaler Richtung beweglicB&empel eine Kraft auf die Knochen

ausgedubt.

Abb. 5. Darstellung der Testmaschine (Zwick®, UlBéutschland). Der linke Pfeil weist auf den
Kraftstempel. Der rechte Pfeil deutet auf die LUaker Auflage, die vom Méause- Femur
Uberbrickt wird.
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Der Kraftstempel bewegt sich mit einem Vorschub ¥omm/ min auf den Knochen, wobei
er an der vorderen Femuroberflache ansetzt, sodiagsosteriore Femuroberflache unter
Zug gerat. Das Testungsgerat registrierte hierloeifidr die Verformung der Knochen

aufzuwendende Kratft.

Wahrend der gesamten Zeit zwischen Ausbau und fAgsiurden die Knochen mit
isotoner NaCl- Spillésung feucht gehalten, um emigliche Verfalschung der Werte
durch Austrocknung der Knochen zu verhindern.

Die Messung wurde abgebrochen, wenn eine lineaigtg erkennbar war, spatestens
jedoch bei Erreichen von 2 mm Auslenkung.

Die Werte wurden in einem Kraft-Weg-Diagramm dategkts Auf der Abszisse wurde die
Verformung der Knochen, auf der Ordinate die aufgatete Kraft aufgetragen.

Aus dem Kraft-Weg-Diagramm wurde die Steifigkeiteghnet. Diese wurde definiert als
die Steigung im linearen Bereich des Diagramms. Steifigkeit jedes Knochenpaares
wurde auf diese Weise bestimmt. AnschlieRend wdiidgedes Paar der Wert fir den
rechten Oberschenkel in Verhaltnis zum Steifigketts des linken Oberschenkels gesetzt,

um so den interindividuellen Unterschieden der Kreorsteifigkeit gerecht zu werden.

3.7 Histologische Auswertung

Mit Hilfe der Histologie war es mdglich die Frakbeilung morphologisch zu beurteilen.
Dazu wurden die Knochen nach der biomechanischestuitg in Zink- Fixativ (BD

Pharmingen, San Diego, USA) fir 24 h fixiert. Daanfolgte eine vierwdchige Entkalkung
in 10%iger EDTA- Losung bei 4°C. Die entkalkten Khen wurden in einer

aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils eine Stunde fif6, 80 %, 90 %, sowie viermal eine
Stunde mit 100 % Alkohol) entwassert. Im Anschlwgsgden die Proben dreimal fur
jeweils eine Stunde mit Xylol behandelt, um das €Elesv paraffingangig zu machen.
AbschlieRend wurden die Proben Uber den Zeitraumemer Stunde in heiRem Paraffin

eingebettet.
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Im weiteren Verlauf wurden 5 pum dicke Schnittpr@parim Bereich des maximalen
Kallusdurchmessers in longitudinaler SchnittfiUhruamggefertigt und nach der Masson-
Goldner- Methode gefarbt. Hierzu wurden die Probendchst 1-2 Minuten in Weigert's
Eisenhamatoxylin gefarbt, 10-15 Minuten unter fieBem Wasser gespult und
anschlieBend weitere 5-7 Minuten in Ponceau- Sécinein- Azophloxin gefarbt. Nach
Spulung mit 1 % Essigsaure erfolgte die Behandlumy Molybdatophosphorsaure-
Orange bzw. Wolframatophosphorsaure- Orange bis willigen Entfarbung des
Bindegewebes. Nach erneuter Spulung mit 1 % Essigs&urden die Praparate mit
Lichtgrin far funf Minuten gegengefarbt und abseRknd mit 1 % Essigsaure fur 5

Minuten ausgewaschen sowie in Isopropanol entwésser

Die Digitalisierung der Praparate fur die histokmjie Auswertung erfolgte mit einem
Fotomikroskop (Olympus BX60, Zeiss Axio Cam, Cagiss, Oberkochen) und passender
Software (Axio Version 3.1) in 1,25- facher Vergedltng. Folgende Messwerte werden in
Anlehnung an die Empfehlung der amerikanischen i@ebaft fur ,Bone and Mineral
Research” bestimmt (PARFITT et al., 1987):

e Der Quotient Kallusdurchmesser/ Femurdurchmes&r/Rd. [%0]).
* Die periostale Kallusflache (PCA) [mm?Z].

* Der prozentuale Anteil an Knochen, Knorpel und dg&gewebe im periostalen
Kallus [%].

Die periostale Kallusflache definierte sich als dié& 2 mm proximal und distal der
Osteotomie in axialer Richtung und radial begrehath die Aul3engrenzen des Kallus.

3.8 Statistische Auswertung

Einfache statistische Auswertungen und Berechnungee die Berechnung von
Mittelwerten und Standardabweichungen wurden mitcrbdoft® Excel (Windows)
durchgefuhrt. Komplexere Auswertungen und Signifild@estimmungen erfolgten mit
Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). ddalysierten Daten in den einzelnen

Tests wurden auf ihre Normalverteilung hin untehéuBei Normalverteilung (normality
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test alpha = 0,05) wurden parametrische Tests igmifRanzbestimmung verwendet, d.h.
bei zwei Variablen der t- Test fur verbundene odleverbundene Stichproben, bei drei
Variablen der ANOVA- Test, post test Newman-KeuasDSignifikanzniveau wurde mit

5% festgelegt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Systemische Parameter

4.1.1 Korpergewicht der Mause

Das praoperative Gewicht der Mause unterschied siatht vom Gewicht bei
Versuchsende. Es fand sich ebenfalls kein sigmifdsa Gewichtsunterschied zwischen
Kontrolltieren und Membran- Tieren. Lediglich zudéen der Gruppen mit 10 Wochen
Standzeit lag ein signifikanter Gewichtsunterschiedr (p<0,01). Am Ende des
Analysezeitraumes gab es hier jedoch keinen skgmfen Unterschied mehr (s. Tab. 1).

Weder die Operation selbst, noch die PTFE - Membraigten demnach einen

signifikanten Einfluss auf die Gewichtsentwicklung.

Standzeit, OP- Modus pra- OP Ende p- Wert

[Wochen]

2W. Kontrolle 33,71£1,25 3357+1,62 n=7 n.s.

2W. PTFE- Membran 32,63+0,53 31,75+0,75 n=8 n.s.

5W. Kontrolle 33,25+ 0,84 33,63+£0,84 n=8 n.s.

5Ww. PTFE- Membran 33,25+1,09 34,38+1,15 n=8 n.s.

10 W. Kontrolle 35,29+ 0,47 36,00+0,79 n=8 n.s.

10 W. PTFE- Membran 33,29 + 0,36 35,00+0,87 n=71 n.s.

Tab. 1: Gewicht [g] der Mause vor Operation ura Wersuchsabschluss nach 2, 5 und 10 Wochen.

Mittelwert £ SF. Anzahl (n) Versuchtiere pro Grupjgaatistik: t-test fir verbundene Stichproben.
** p<0,01- signifikanter Gewichtsunterschied zwist PTFE und Kontrolltieren.
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Zwei der 48 Versuchstiere verstarben jeweils eiw lzavei Tage postoperativ in der
Tierhaltungsquarantane. Die Ursache ist nicht betkddies entspricht einem Ausfall von

4,17 %. Ein Ausfall aufgrund von intraoperativenniaikationen bestand nicht.
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4.2 Radiologie

In Abbildung 6 sind reprasentative RéntgenaufnahderMausefemora dargestellt. In der
Kontrollgruppe kam es ab der 5. Woche zu einerotadisch erkennbaren Kallusbildung
in typischer spindelférmiger Weise um den Osteotmpalt (Abb. 6 B). Der Kallus
Uberbrickt den Osteotomiespalt nach 5 und 10 Woglaetiell (Abb. 6 B, C). In der
Gruppe mit Membran kommt es nach 2, 5 und 10 Wochenkeiner radiologisch
erkennbaren Kallusbildung um den Osteotomiespadt. zEigt sich hier jedoch eine
periostale Kallusreaktion proximal und distal deingebrachten Membran mit

angedeutetem Wachstum auf den Osteotomiespalfbin € E, F).

2 Wochen 5 Wochen 10 Wochen

Kontrolle

Abb. 6: Reprasentative Rontgenbilder der Femora @nd 10 Wochen nach Osteotomie; Kontrolle und
PTFE- Membran. Die abgebildete intramedullare Zhgmabe hat eine Lange von 17 mm und
einen Durchmesser von 0,5mm.
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4.2.1 Kallus-/ Femurdurchmesser der radiologischen éswertung

Nach zwei Wochen zeigte sich in beiden Gruppen eaiadiologisch nachweisbare
Kallusbildung (Abb. 7 A). Nach 5 und 10 Wochen kas zu einem Anstieg des
radiologischen Kallusdurchmessers in der Kontralge, welcher in der Membran-
Gruppe nicht beobachtet wurde (Abb. 7 B und C).
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Abb. 7:  Darstellung des Quotienten aus radisidyem Kallus- und Femurdurchmesser [%]. Mittelwert
SF. Statistischer Test: t-Test flr unverbundenehBtoben.

4.2.2 Goldberg-Klassifikation

Nach 2 Wochen war weder die Membran- Gruppe, neetdntrollgruppe radiologisch

geheilt. Nach 5 und 10 Wochen Analysezeitraum eeigich bei Tieren in der

Kontrollgruppe eine bessere radiologische HeiluDges zeigte sich in einem jeweils
signifikant hoheren Goldberg-Score nach 5 (0,508 &rs. 0,06 + 0,06; p<0.05) und 10
Wochen (1,31 £ 0,17 vs. 0,14 = 0,14; p<0,001, $.AbB, C).
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Radiologische Auswertung der Fraktutlngg nach der Goldberg-Klassifikation. Der Punktvigtrt
mit null Punkten fir “nicht geheilt®, einem Punkirf“potentiell geheilt* und zwei Punkte fir
“geheilt* angegeben. Mittelwert+ SF. Statistischiest: t- Test fur unverbundene Stichproben.
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4.3 Biomechanik

4.3.1 Biegungssteifigkeit

Nach zwei Wochen konnten die explantierten Femamafgrund des losen,

bindegewebigen Zusammenhaltens keiner biomechamisddntersuchung zugefihrt
werden.

Nach funf Wochen zeigte sich in der Kontrollgrupgéne signifikant grol3erere

Biegungssteifigkeit als in der Membran- Gruppe §1+60,23 vs. 0,35 £ 0.21; p<0,01), (s.
Abb. 9 A).

Auch nach zehn Wochen war die Biegungssteifigkeitler Kontrollgruppe signifikant
gréf3er, als in der Membran- Gruppe (18,51 + 5,63.)805 + 0,39; p<0,05), (s. Abb. 9 B).

A B

y p<0,01 1 p<0.05

24 204

14 10+

Biegungssteifigkeit[%]
Biegungssteifigkeit[%)]

L]
Kontrolle Membran Kont;olle Membran
5 Wochen 10 Wochen

Abb. 9:. Biomechanische Auswertung der Fraktiluhg. Die Biegungssteifigkeit des osteotomierten
Femur im prozentualen Verhaltnis zur Biegungsisfiegit des kontralateralen Femur. Mittelwert
+ SF. Statistischer Test: t- Test fur unverbundstiehproben. Sowohl nach 5, als auch nach 10

Wochen ist die Biegungssteifigkeit in der Kontrollgpe signifikant gréer, als in der Membran-
Gruppe.
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4.4 Histologie

2 Wochen 5 Wochen 10 Wochen

Kontrolle

Abb.10: Darstellung histologischer Femurlangsgtd{Masson- Goldner Farbung) der Kontroll- una de
Membran-Gruppe 2, 5 und 10 Wochen postoperatideinBildmitte ist jeweils die Osteotomie
zu sehen. Knochengewebe (K) kommt griin zur Dawstglldie PTFE- Membran (*) ist ober- und
unterhalb des Kortex langs geschnitten.

In Abbildung 10 sind reprasentative histologiscl@dgsschnitte der Membran- Tiere und
der Kontrollgruppe nach 2, 5 und 10 Wochen darfjesie der Bildmitte sind die
dargestellten Kortices jeweils durch den Osteotgpaét unterbrochen. In den
Kontrolltieren ist eine deutliche periostale Kabildung zu erkennen, wahrend bei den
Membrantieren unterhalb der PTFE Membran so gut Weee Kallusbildung zu
beobachten ist (Abb. 10).
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4.4.1 Periostale Kallusflache (PCA)

Kontrolltiere zeigten sowohl nach 2 Wochen (4,33,91mm? vs. 0,14 + 0,09 mmz
p<0,01, s. Abb.11 A), 5 Wochen (3,617 + 0,3770 mre? 0,3092 + 0,1157 mm?;
p<0,0001, s. Abb.11 B), als auch nach 10 Wochef8@+ 0,3143 mm?2 vs. 1,439 £ 0,1857
mm?; p<0,01, s. Abb.11 C) eine signifikant groReeriostale Kallusflache, als die
entsprechenden Tiere der Membran- Gruppe. In demtrilitieren zeigte sich nach 2
Wochen ein Maximum in der periostalen Kallusflachie einem Riickgang nach 5 und 10
Wochen. Im Gegensatz hierzu zeigten die Tiere dembtan-Gruppe nach 2 Wochen die
kleinste Kallusflache mit einem sukzessiven Ansbegzur 10. Woche. Der Riickgang der
PCA in den Kontrolltieren zeigte jedoch statistieine Signifikanz, wohingegen sich die
Zunahme der PCA in der Membran- Gruppe als ststistsignifikant zeigte (p<0,001)
(Abb. 12).

A B
G- p<0,01 6
<0,0001
54 | 5+ p ,
T 4 T =
£ £
= 34 = 3
g 5
8 24 a 24
14 1
0 T 0 T
Kontrolle Membran Kontrolle Membran
2 Wochen 5 Wochen
C
6=
5-
= p<0,01
E 4
= 34 — —
S
a 24
1
0 T
Kontrolle Membran
10 Wochen

Abb.11: GroRe der periostalen Kallusflache (P@ANm2 im histologischen Femurlangsschnitt (Mittehtv
+ SF). Zu jedem Analysezeitpunkt wurde in der Kolgruppe signifikant mehr Kallusgewebe
gebildet, als in der Membran- Gruppe. Statistisdrest: T-Test fir unverbundene Stichproben.
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Abb.12: GroRe der periostalen Kallusfliche (PCA)nim2 im Zeitverlauf (Mittelwertz SF). In den
Kontrolltieren ist die Verkleinerung der PCA im Redrlauf nicht signifikant, wohingegen die
Zunahme derselben bei den Membran- Tieren mit [©40,8tatistisch hochsignifikant ist.
Statistischer Test: One way -ANOVA, post test.

4.4.2 Periostaler Kallusdurchmesser
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Abb.13: Darstellung des Quotienten aus Kallusdwmesdsser/ Femurdurchmesser als Verhaltniszahl im
histologischen Femurlangsschnitt. Mittelwerte+ SF.
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Kontrolltiere zeigten sowohl nach 2 Wochen (1,8®,27 vs. 0,22 + 0,22; p=0,0001)
(s.Abb.13 A), 5 Wochen (1,78 £ 0,12 vs. 0,52 + 0,120.0001, s.Abb.13 B), als auch
nach 10 Wochen (1,78 + 0,09 vs. 1,42 + 0,04; p=8,81 Abb.13 C) einen signifikant
groReren Quotienten aus Kallusdurchmesser und [emulvmesser, als die
entsprechenden Tiere der Membran- Gruppe. In demrélttieren war dieser Quotient
nach 2 Wochen am gro3ten mit einem Rickgang naohd510 Wochen. Im Gegensatz
hierzu war der Wert in der Membran- Gruppe nach @&h¢n am geringsten mit einem
sukzessiven Anstieg bis zur 10. Woche. Die Verldreing des Kd/ Fd- Quotienten in den
Kontrolltieren ist statistisch nicht signifikantolwingegen seine Zunahme in der Membran-
Gruppe eine Signifikanz (p<0,01) aufweist (s. Ab%.A, B). Zu allen Zeitpunkten war das
Verhéltnis von Kallus- zu Femurdurchmesser in deemMran- Gruppe signifikant

geringer, als in der Kontrollgruppe (s. Abb. 13BA,C).
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Abb. 14: Quotient aus Kallusdurchmesser und Feorahinesser (Kd/Fd) im Zeitverlauf (Mittelwert+ SF).
In den Kontrolltieren ist die Abnahme des Quotierita Zeitverlauf nicht signifikant, wohingegen
seine Zunahme bei den Membran- Tieren mit p<0,8tissisch signifikant ist. Statistischer Test:
One way- ANOVA, post test.
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4.4.3 Prozentuale Gewebeanteile der PCA
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Abb.15: Darstellung der Gewebeanteile der ptaies Kallusflache (PCA) in Prozent im histologisnoh
Femurlangsschnitt. Es sind die Mittelwerte des Astder jeweiligen Gewebeart dargestellt. Das
Knochengewebe kommt schwarz zur Darstellung, Krograu und Bindegewebe weil3.(ns.=
nicht signifikant, * steht fur p<0,05, ** fir p<00Q, *** fir p<0,0001). Statistischer Test: t-Test
fur unverbundene Stichproben

Nach zwei Wochen bestand der Kallus unter der PTWé&mbran aus signifikant weniger
Knochen (0,16 + 0,16 % vs. 9,47 + 2,64 %; p<0,8®nifikant weniger Knorpel (0,04 +

0,04 % vs. 21,15 + 5,81 %; p<0,05) und signifikarehr Bindegewebe (99,80 + 0,20 %
vs. 69,39 + 6,24 %; p<0,01) als in der Kontrollgrap Der Kallus bestand zu diesem
Zeitpunkt vorwiegend aus Bindegewebe sowohl inkiartroll-, als auch in der Membran

- Gruppe (s. Abb. 15 A).

Nach 5 Wochen kam es in der Kontroll- Gruppe zieminsignifikanten Anstieg des
Knochenanteils im Kallus im Vergleich zur Membra&ruppe (1,49 + 1,49 % vs. 59,81 +
5,24 %; p<0,0001). Zu diesem Zeitpunkt war der Anten Knorpel im Kallus bei den
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Kontrolltieren tendenziell kleiner, als bei Tierdar Membran-Gruppe (2,97 £ 1,29 % vs.
6,04 £ 4,13 %; p=n.s.).

Der Bindegewebsanteil unter der Membran war hggiifskant grofRer, als in der
Kontrollgruppe (92,46 + 4,93 % vs. 37,21 + 5,36%40,0001, s. Abb. 15 B).

Nach 10 Wochen war der Knochenanteil in der Kofgroppe ebenfalls signifikant gro3er
als in der Membran- Gruppe (7,17 = 4,18 % vs. 81904,70; p<0,0001), der
Bindegewebsanteil signifikant kleiner (89,97 + 4%3vs. 12,70 + 4,70 %; p<0,0001). Es
zeigte sich nun in Tieren der Membran-Gruppe tenédnweniger Knorpel unter der
Membran als in den Kontroll-Tieren (2,86 + 1,78/% 5,41 + 3,10 %; p=n.s., S. Abb. 15
C).
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5 DISKUSSION

5.1 Tiermodell

Aufgrund der Verflgbarkeit von transgenen Tiered #mockout- Zuchtstammen, sowie

der groRen Anzahl molekularbiologischer WerkzeuBenger, spezifische Antikorper,

etc.) ist die Maus besonders geeignet zur Erforsghuolekularer Ablaufe wahrend der

Frakturheilung. Daher entschieden wir uns in derli#genden Studie fir dieses

Versuchstier zur Entwicklung eines Tiermodells Zuntersuchung der Rolle eines

Weichteilschadens bei der Frakturheilung.

Damit ein Tiermodell wissenschaftlichen und ethé&tlAnspriichen genlgt, wurden von

einer Arbeitsgruppe um Auer et al. im Jahre 200fnzggoldene Regeln* formuliert
(AUER et al., 2007).

1.

.,ES sollte ein durchdachtes Studiendesign voeliegum zu wissenschaftlich
validen Aussagen gelangen zu koénnen.” Dies ist en dorliegenden Arbeit
gegeben. Nach 2, 5 und 10 Wochen wurde die Fraditurty durch Separierung
von Muskulatur und Knochen, sowie entsprechenderttigtigruppe standardisiert
histologisch, radiologisch und biomechanisch umieght Das grofRe klinische
Problem der Pseudarthrosen und der soziobkonomisEfffekt in der

Humanmedizin rechtfertigen die Tierversuche undRiigektkosten.

.Die Ausfall- und Sterbequote soll hochstens flird zehn Prozent betragen.” In
der vorliegenden Arbeit wurde die Mindestanfordgrian die Ausfallquote mit
4,8% sogar noch unterschritten und entspricht demrden von Auer et al.

gestellten Anforderungen.

.Definierte Studienendpunkte sowohl fiir das Leier Tiere, als auch fur den
wissenschaftlichen Nutzen sollten vorliegen.” Audkes ist in dieser Arbeit
gegeben. Mit 2 Wochen wurde ein friher Untersuckaeigpunkt zur Beurteilung
der Kallusbildung gewéhlt. Der Untersuchungszeikpurach 5 Wochen wurde zur

Beurteilung der knéchernen Uberbriickung der Fragawahlt. Nach 10 Wochen
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ist die Frakturheilung in der Maus normalerweisgestthlossen, so dass zu diesem

Zeitpunkt das Remodeling beurteilt werden sollte.

. ,Uber die angewandten Materialien und Methodeliteso geniigend Daten zur
Verflugung stehen, um valide Ergebnisse zu gewditelei’ Innerhalb der
Arbeitsgruppe sind die hier verwendeten Technikemsregichend etabliert
(HOLSTEIN et al., 2007; GARCIA et al., 2008).

.Potentiellen Storfaktoren auf die Studienergsdm sollte Rechnung getragen
werden: Genetik der Tiere, jahreszeitliche, hornlenehistologische und
biomechanische Variablen sowie der Einfluss veestdmer KorpergrofRen der
Versuchstiere.” Die in der vorliegenden Arbeit vanditen Versuchstiere hatten
alle ein Alter von 9- 14 Wochen und ein Gewicht sotien 30 und 40g. Der
genetischen Standardisierung wurde durch ausstbhef3/erwendung von CD-1-
Mausen Rechnung getragen. Durch jeweiligen Verglenit dem contralateralen,
gesunden Femur in der biomechanischen, radiologmsciind histologischen
Auswertung wurden interindividuelle Unterschiede dre weiter beriicksichtigt.
Da es sich ausschlie3lich um weibliche Mause hamdednn auch von ahnlichen
hormonellen Einflussgré3en ausgegangen werden, ijedech nicht auf den

Zyklus der Tiere eingegangen wurde.

. ,Eine suffiziente, postoperative Schmerztherapid Nachsorgeuntersuchungen.”
Die Tiere erhielten postoperativ, nach 24 und nd8hStunden eine subkutane
Applikation des Analgetikums Caprofen (Rimadyl, 6yg/kg, Pfizer GmbH,
Karlsruhe). Schon am ersten postoperativen Tagdamotorische Aktivitat der
Tiere weitestgehend normal, nach circa 5- 7 Tagerdevdas osteotomierte Bein

beim Laufen wieder voll belastet.

. ,Das Fuhren von Studienprotokollen um einen ddfedigten (sinnvollen)
Tierversuch zu gewahrleisten.” In der vorliegendebeit wurde jede Operation
handschriftlich protokolliert, und alle weiteren tBa wurden standardisiert

erhoben.

. ,VYor Operationen an lebenden Tieren sollte derer@ur hinreichende

chirurgische Fertigkeiten besitzen.” Hier wurde djgerative Handhabung zuerst
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unter Aufsicht an mehreren toten Tieren traini®@nn wurde zum Erlernen des
anasthetischen Vorgehens mit lebenden Pilot-Tidegrspatere Eingriff wiederholt
eingeubt. Erst nach sicherer Beherrschung der @pestechnik und des

perioperativen Handlings wurde mit den Versuchstidsegonnen.

9. ,Der Arbeit sollten Pilotstudien vorausgehen, dim Wertigkeit des Modells und
seine spatere Aussagekraft zu steigern.” Basiemehdahlreichen vorangegenagen
Frakturstudien in der Maus der Arbeitsgruppe (GAREt al., 2008; HOLSTEIN
et al.,, 2009), unter anderem unter Verwendung deuddscrew®, wurde das
aktuelle Versuchsvorhaben geplant. Nach Durchfidheiner Pilotserie wurde das

Modell in der hier vorliegenden Arbeit etabliert.

10. ,Es sollten Versuchsbedingungen dokumentierh,selie von Internationalen
Stiftungen (z.B. AO-Foundation, Schweiz), oder 8ig@en Behdrden zur
Bewertung der Studie eingesehen werden kdnnens$oie hier sukzessive ein
international standardisiertes Vorgehen etablienden. Die Versuche wurden hier
in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutagesed nach Genehmigung
durch die Saar-Pfalz-Kreis-Kreispolizeibehdrde @igefiihrt, die Versuche wurden
samtlich dokumentiert. Die Entwicklung der Ostedbgsetechnik erfolgte in

Zusammenarbeit mit der von Auer et al. GenannterS4&iftung in der Schweiz.

Das hier entwickelte Frakturmodell erfillt demnaalhe von Auer et al. formulierten
Kriterien fir ein Frakturmodell im Kleintier (AUERet al., 2007). Es stellt ein
standardisiertes und reproduzierbares Modell daiclves nun in Folgeversuchen zur
weiteren Untersuchung des Weichteilschadens aufdi&turheilung verwendet werden

kann.

Es existiert bis dato kein Femur- Mausmodell mitneei intramedullaren
Kompressionsschraube (die mit vergleichsweise germ Aufwand implantiert werden
kann) und offener Osteotomie. Holstein et al. fnakiten das Femur bei der erstmaligen
Beschreibung der Mousescrew geschlossen (HOLSTE#N,e2009). In der vorliegenden

Arbeit wurde im Gegensatz dazu erstmals diese Kessmnsschraube nach offener
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Osteotomie implantiert. Dies bietet verschiedenetéle im Vergleich zur geschlossenen
Fraktur.

So werden bei geschlossener Frakturierung immesrsctiiedliche Frakturtypen erzeugt,
was ein standardisiertes Vorgehen erschwert. Windgegen der Knochen offen

osteotomiert, kann ein reproduzierbarer Defektlartiger Stelle gesetzt werden.

Zudem st bei einer offenen Osteotomie der Weitdtkaden im Gegensatz zur
Verwendung einer Fallapparatur vergleichsweisengerPrinzipiell kann bei offenem
Vorgehen auf unterschiedliche Weise ein Weichtedsien erzeugt werden. Neben einem
stumpfen Weichteiltrauma durch eine Fallapparater opneumatische Kraftausibung,
konnen einzelne Muskeln mit definierter Kraft unéu@r gequetscht oder vollstandig
reseziert werden. Hier besteht jedoch jeweils desblBm der Standardisierung des
Weichteilschadens, was durch die gute Regener#ioig&eit in der Maus zusatzlich
erschwert wird. In der vorliegenden Arbeit entsdeie wir uns fir die maximale Form
eines Weichteilschaden durch Einbringung einer meisichen Barriere (PTFE- Membran)
zwischen Knochen und Weichteile. Dieses Procedstegleichfalls nur bei offener

Osteotomie moglich.

Die in der vorliegenden Arbeit verwandte MouseS@ewSchraube bietet im Gegensatz
zu vielen anderen Osteosynthesetechniken in dersMgne rotations- und achsstabile
intramedullare Fixation (HOLSTEIN et al., 2009). Bme stabile Osteosynthesetechnik
beim Menschen selbstverstandlich ist und die mdshhe Steifigkeit einer

Osteosynthesetechnik selbst einen signifikantefiuss auf die Frakturheilung hat, sollte
auch in Mausmodellen eine stabile Osteosynthesedgat werden. Mit der Mousescrew®
erfillt das hier etablierte Modell zusétzlich zinden Auer et al. aufgestellten Kriterien

auch diesen Punkt.

5.2 Die PTFE - Membran

Die verwendete Membran besteht aus PTFE (Polytetrathylen), einem Polymer, das
chemisch sehr reaktionstrdge ist und eine extreatteglOberflache aufweist. Dieser

thermoplastische Kunststoff nimmt durch seine bdemn Werkstoffeigenschaften im
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Vergleich zu anderen Polymeren eine einzigartigdl®tg ein. Er ist biologisch inert
(SAUVAGE et al.,, 1971), wodurch er tierexperimehtdu.a. Verwendung in
orofazialchirugischen Studien an Ratten) (BARTEEARR, 1995) und klinisch

Verwendung findet.

Die hier verwendete Membran findet derzeit v.a. Bésrierenmembran in der Mund-,
Kiefer-, Gesichtschirurgie Anwendung. Man erwirktieth eine Klinisch geflhrte
Knochenneubildung indem das Einwachsen von Weickevdurch die PTFE-Membran
verhindert wird. Da diese wegen ihrer glatten OBehe nicht mit dem Gewebe
verwéachst, kann sie nach erfolgter Heilung schonem@der entfernt werden
(HAMMERLE et al., 2002).

In allen hier operierten Tieren zeigte die Membeare gute Gewebsvertraglichkeit, es trat
kein Einwachsen von Granulationsgewebe in die Memlawf. Es kam in keinem Fall zu
einer Infektion oder inflammatorischen Abstol3ungkt®n. Somit eignet sich das hier
verwendete PTFE als bewahrter Medizinwerkstoff diestzur Separierung der Weichteile

vom Knochen im Mausmodell.

Bereits 2008 wurde zeitgleich mit dem aktuellenséehsvorhaben von Harry et al. eine
PTFE-Membran zur Trennung einer Fraktur vom Weiclegdee im Mausmodell
eingesetzt. Dort wurden gleichfalls keinerlei Korkationen in Verbindung mit der
Membran beschrieben (HARRY et al., 2008). Ebensowemdeten Utvag et al. im
Rattenmodell zur Gewebstrennung i. R. einer Frakidie eine PTFE- Membran, die
keinerlei Komplikationen verursachte (UTVAG et d998). Der Porendurchmesser der
Membran betragt 0,2um und erlaubt somit keine Dwestderung von Zellen oder
BlutgefalRen. Inwieweit Makromoleklle die Membranradhwandern kdnnen ist nicht
bekannt. Prinzipiell ist die Diffusion von Sauef§tdurch die Membran in Abhangigkeit
von den Gasdrucken auf beiden Seiten der Barmelech moglich (BOYCE, 1982).

5.3 Periostale Kallusbildung und Weichteilmantel

Tiere, welche mit der PTFE- Membran behandelt wuordeeigten eine signifikant

schlechtere Heilung nach 2, 5 und 10 Wochen. Dig®onierte in einer fast vollstandig
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ausbleibenden osteotomienahen, periostalen Kaldlusig unterhalb der PTFE- Membran.
Dies ging einher mit einer geringeren biomechar@acBiegesteifigkeit nach 5 und nach
10 Wochen.

Dementsprechend muss unsere Nullhypothese verwoniémlie Arbeitshypothese, dass es
durch Separierung der Weichteile vom Knochen zereWerzogerung der Frakturheilung

kommt, angenommen werden.

Auch vorherige Studien haben bereits die Rolle \dkmichteile auf die Frakturheilung
durch Trennung der Weichteile vom Knochen in vestdnen anderen Spezies untersucht
(JARRY L, 1967; UTVAG et al., 1998; MEINIG, 2002Hierbei wurde einheitlich eine
Verzdgerung oder ein Ausbleiben der Frakturheilnagchrieben. Die zugrunde liegenden
Mechanismen konnten bis dato jedoch noch nichtéggellerden. Mdgliche Mechanismen
durch die die Muskulatur zur Frakturheilung beitréid (i) Vaskularisierung des Kallus,
(i) Rekrutierung von Stammzellen aus der Muskulatder (iii) Expression von

Wachstumsfaktoren durch die Muskulatur.

Stafford et al. untersuchten die Heilung von Osteaén an der Kaninchentibia, wobei das
Periost 2 cm distal und proximal der Osteotomieezesst wurde. Die per Osteocalzin-
Immunhistochemie gefarbten osteogenetischen Zeles Kallus schienen hierbei
ausschlieBlich von den Perioststimpfen ausgetreten sein, nicht jedoch vom
Muskelgewebe in dem Bereich der DeperiostierungA(SHORD et al.,, 1992). Diese
Ergebnisse weisen zusammen mit anderen Studien TB&IDE et al.,, 1978;
REYNDERS et al., 1999) darauf hin, dass die pealesKallusbildung vornehmlich vom

Periost ausgeht.

Bei den hier durchgefiihrten Versuchen wurde dam$tarnicht reseziert und wéhrend der
gesamten Operation geschont. Durch langsames SagleSpulen der Osteotomie sollten
Gewebsschaden durch Reibungshitze und Austrockruengindert werden. Dennoch

bildete sich unter der PTFE- Membran trotz intakf@eniost nur extrem wenig periostaler
Kallus im Vergleich zu den Kontroll-Tieren. Dies udet darauf hin, dass das Periost
alleine nicht zu einer adaquaten Kallusbildung én dage ist. Wir gehen anhand unserer
Ergebnisse vielmehr davon aus, dass eine Interaltiaschen dem Muskelmantel und

dem Knochen fir die Bildung eines periostalen Ka#utscheidend sein kénnte.
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Bereits 1978 untersuchten Whiteside et al. den [&Ssf einer extraperiostalen oder
subperiostalen Dissektion auf die FrakturheilungerHheilten von den Tieren, bei denen
zwischen Knochen und Periost die Gewebe voneinageteennt wurden nach 21 Tagen
71%, im Gegensatz zu 7% in Tieren bei denen disdRiton zwischen Periost und Muskel
stattfand (WHITESIDE, LESKER, 1978). Auch diese ébgisse deuten darauf hin dass
ein funktionelles Zusammenspiel zwischen Muskulaiad Periost flr eine adaquate

Frakturheilung erforderlich ist.

Unsere Ergebnisse sind auch in UbereinstimmungleritErgebnissen von Utvag et al. in
der Ratte (UTVAG et al.,, 1998). Utvag et al. verdeten eine Silikonmembran zur
Separation des Muskelmantels vom Knochen und faneleenfalls eine signifikant
verminderte Kallusbildung unterhalb der Membran Wergleich zu entsprechenden
Kontrolltieren ohne Membran. Im Gegensatz hierzplantierten Harry et al. in der
einzigen Studie zur Rolle des Weichteilschadendeén Maus eine PTFE Membran
lediglich um 2/3 des Tibiaumfangs und flhrten zzigét eine Deperiostierung durch
(HARRY et al., 2008). Wurde die PTFE Membran domaischen Muskultur und Tibia
implantiert, kam es auch hier zu einer signifikantéerschlechterung der Frakturheilung.
Erfolgte die Implantation jedoch ventral zwischerautiFaszie und Knochen (unter
belassen des dorsalen Kontakts zwischen Muskulatod Knochen) war diese
Verschlechterung der Frakturheilung nicht mehr zeoldachten. Eine quantitatie
Bestimmung der periostalen Kallusbildung oder dalluézusammensetzung erfolgte
jedoch nicht. Von besonderem Interesse ware hegen ob Harry et al. eine periostale
Kallusreaktion im Bereich der gesamten Tibiazirkerehz sahen oder lediglich im
Bereich des einen Drittels welches nicht von dermdean umhdillt war. Insgesamt
erganzen sich die Ergebnisse unserer Studie undareHarry et al., dennoch gibt es
zwischen der Studie von Harry et al. und dem hmgwigkelten Modell Unterschiede die
es zu beachten gilt. Im Gegensatz zu Harry etvalche einen einfachen intramedullaren
Pin verwendeten, erfolgte die Stabilierung der @simien in unserem Modell durch eine
intramedullare Zugschraube, welche im Vergleich ainfachen, intramedullaren Pin eine
signifikant grof3ere axiale und Rotationsstabiliésitzt (HOLSTEIN et al., 2009). Dies ist
fur die Beurteilung der Frakturheilung von entsdeader Bedeutung da auch wéhrend der

Frakturheilung in der Maus die Gewebedifferenzigrudurch die Stabilitdt der
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Osteosynthese mitbestimmt wird (GARCIA et al., 2008uch im Hinblick auf die

Ubertragbarkeit zum Menschen spielt die Osteosyatieehnik im Tierversuch eine
bedeutende Rolle, da beim Menschen eine stabileo®gtthese als Standard gilt. Im
Gegensatz zu dem Modell von Harry et al., welchesler Tibia der Maus durchgefuhrt
wurde, verwendeten wir in unserem Modell das FedeurMaus, welches zirkumferenziell
von einem grof3en Muskelmantel umgeben ist. Desahgitwurde in unserem Modell das
komplette Femur durch die PTFE- Membran von denctteilen getrennt, wahrend in
dem Modell von Harry et al. lediglich 2/3 des Tilo@afangs von den Weichteilen separiert

wurden.

Letztlich dienen beide Studien der Etablierung ®imeuen Models und geben keine
direkten Rlckschlisse auf die zugrunde liegendechil@smen. Weitere Studien mit den
beschriebenen Modellen sind hier erforderlich um dasammenspiel von Muskulatur und

Knochenheilung weiter zu untersuchen.

5.4 Weichteile und Frakturheilung - mégliche Pathomehanismen

In der vorliegenden Arbeit wurde in beiden Gruppeh, mit oder ohne Membran, im
Vergleich zu anderen Frakturmodellen in der Madatike wenig Kallus gebildet. Auch

war die biomechanische Stabilitat der geheilten dbem selbst in der Gruppe ohne
Membran nach 10 Wochen im Vergleich mit andererktirenodellen der Maus eher
gering. Vor allem geschlossene Frakturmodelle eaigékchon nach 5 Wochen eine
biomechanische Steifigkeit von 100% im Vergleichmzunfrakturierten, kontralateralen
Femur (MANIGRASSO, O'CONNOR, 2004). Ein Grund flie dendenziell schlechtere
Heilung unserer Kontrolltiere mag die offen durchigeete Osteotomie sein mit Zugang
zwischen Periost und Muskulatur. Whiteside et &WH(TESIDE, LESKER, 1978)

beschrieben bereits 1978, dass es durch Trennwrgprdbeiden Schichten zu einer
Verzdgerung der Frakturheilung kommt. Aber auch clgrurgische Zugang als solcher

stellt einen Weichteilschaden dar, der die Frakdimhg negativ beeinflussen kann.
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Park et al. vergleichen die Heilung offen osteotmer oder geschlossen frakturierter
Kaninchenknochen miteinander (PARK et al., 1999iOiere aus jeder Gruppe wurden
30 Minuten nach dem Eingriff zur makro- und mikroplschen Beurteilung des
Weichteilschadens und Hamatoms getdtet. Die Ergsbrieigten, dass das Periost bei der
Osteotomie (elektrische, oszillierende Sége) z@riswurde und sich zusammen zog,
sodass kortikaler Knochen freilag. Bei den osteaoien Tieren wurde ein grof3er
Leerraum in der Markhdhle unterhalb der Osteoto(®aswaschung), sowie ein von
Muskelfaserrissen durchzogenes intramuskulares H#@maeobachtet. Im Gegensatz
hierzu fand sich bei geschlossen durchgefuhrtektlen ein Hamatom zwischen Muskel
und Knochen. Hier waren sowohl der Muskel, als adehPeriost nur minimal geschadigt.
Das betrachtliche Frakturh&matom fand sich unten dReriost und in der Markhohle;
intramuskulér lag kein Hamatom vor. Da gerade daktBrhdmatom eine entscheidende
Rolle fur eine erfolgreiche Frakturheilung spiddtinnte hier ein weiterer Grund flr die
von uns beobachtete schlechtere Heilung bei off@steotomie liegen. Im vorliegenden
Modell wurde der Knochen sowohl wahrend des Sagaissauch anschlieRend gespiilt.
Hierdurch und durch die geringe Blutung wéhrend @peration durch eine schonende,
intermuskuléare Praparation, bildete sich fast kéématom im Frakturbereich aus. Somit
fehlten wahrscheinlich auch fir den spateren Frakilungsprozess die darin enthaltenen
Wachstumsfaktoren (GRUNDNES, REIKERAS, 1993) unah8hzellen (WLODARSKI,
1990). Dies konnte in Ubereinstimmung mit der &ubn Park et al. der Grund fir die

schlechtere Heilung im Vergleich zum geschlosséfrakturmodell in der Maus sein.

Ein zerstortes Periost ist bei der vorliegendenefrhls Grund fur die schlechte Heilung
unwahrscheinlich, da bewusst periostschonend apemerde. Die Knochenhaut wurde
standig feuchtgehalten und durch intermittierendéld&gen mit isotoner Kochsalzlésung
gekuhlt. Durch das manuelle osteotomieren ist defaly thermischer Periostschaden,

verglichen mit maschinellem S&gen, geringer.

Wie grof3 eine Durchblutungsstérung des Periosts ustd wann sie nach
schwerwiegendem, geschlossenem Weichteiltraumaitguist nicht vollig geklart. Es
konnte allerdings in Ratten durch Intravitalmikrople gezeigt werden, dass schon ein
alleiniges, geschlossenes Weichteiltrauma ohnetdirdkng anhaltende Stérungen der

periostalen Mikrozirkulation nach sich zieht (SCHAS et al., 2003). Zudem kommt es zu
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einer inflammatorischen Antwort auf die Schadigumgt endothelialer Dysfunktion
(Kapillarleck), Gewebsdédem und erhdhter Leukozywéadtung, die ihr Maximum 48h
nach dem Trauma hat, aber auch nach sechs Woclebnnaeghgewiesen werden kann
(SCHASER et al., 2003). Diese Untersuchungen lasiseauf schliel3en, dass es durch
eine offene Osteotomie zu einer Stérung der Mikkogation kommen kann, mit

nachfolgender Beeinflussung der Frakturheilung.

Wahrend wir ein standardisiertes Modell zur Untehsung der Rolle des
Weichteilschadens auf die Frakturheilung entwickkbmnten, bleiben jedoch ,wie in

vorherigen Studien, die zugrunde liegenden Mechagmsunklar.

Ohne sich speziell auf das Periost zu fokussienetgrsuchte eine Ulmer Arbeitsgruppe an
52 Ratten die Revaskularisation bei einer geschitwss Diaphysenfraktur mit und ohne
Weichteilschaden (MELNYK et al, 2008). Der Weidlgehaden wurde nach
geschlossener Frakturierung durch ein stumpfesmaaerzeugt. Mit einer Laser- Doppler-
Flussmessung wurde der Blutfluss im Bereich desktérspalts und der umgebenden
Muskulatur untersucht. Die Untersuchung erfolgtekti praoperativ, unmittelbar nach der
Fraktur, sowie nach 1, 3, 7, 14 und 28 Tagen. N&clagen erfolgte eine biomechanische
Testung der Knochen, bei der sich kein Unterschaeischen Tieren mit und ohne
Weichteilschaden zeigte. Es fand sich des Weitkeam Unterschied des Blutflusses im
Bereich der Fraktur bei nur temporéarer und milderséhrankung des Blutflusses in der
angrenzenden Muskulatur in Tieren mit Weichteilsigdmim Vergleich zu Kontrolltieren.
Das Ausmal’ des Weichteilschadens war demnach sideitungspotential der Ratte nicht
ausreichend um den Verlauf der Frakturheilung negat beeinflussen. In dem
beschriebenen Modell wurde die Verbindung zwischEnochen/ Periost und
umgebendem Weichteilmantel nicht gestort. Ein Weitdchaden ohne Zerstérung der
Verbindung zwischen Knochen und umgebender Mushkulabinnte demnach nur einen
begrenzten Einfluss auf die Frakturheilung habeiesDst in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Utvag et al., die 2003 zeigters éas komplettes Entfernen (Resektion)
des Muskels eine Heilungsstorung einer Fraktur attdd zur Folge hatte, wohingegen
eine ausgedehnte Muskelquetschung mit nachfolgdmatenem Kontakt zur Fraktur die
Knochenheilung nicht negativ beeinflusst (UTVAGakt 2003).
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Diese Studien zeigen alle, dass ein Kontakt zwisdfochen/ Periost und umgebenden
Weichteilen entscheidend ist fur eine adaquate térh&ilung. Die Mechanismen durch
die dieser Kontakt die Frakturheilung fordert sijedloch nicht bekannt. Verschiedene
Studien haben gezeigt dass eine rasche und awsmdehVaskularisierung fur eine
erfolgreiche Frakturheilung entscheidend ist (SCHRSet al., 2003; MELNYK et al.,

2008). Lange wird schon angenommen, dass die Magkukine wichtige Rolle in der

Vaskularisierung der Fraktur spielt (RHINELANDERO974; TRUETA, 1974). Diese

Annahme wurde unterstitzt von Studien die zeigennten, dass es nach einem
Weichteilschaden zu einer verminderten Vaskulaxisig kommt (BYRD et al., 1981;

RICHARDS et al., 1991). Die Untersuchungen zur &alér Muskulatur im Rahmen der
Frakturheilung sind hier jedoch nicht einheitli¢tharry et al. untersuchten den Einfluss
einer fasziokutanen im Vergleich zu einer muskuiddeckung einer Osteotomie auf den
Verlauf der Frakturheilung und der begleitenden R&isierung. Interassenterweise
beobachteten sie eine signifikant verbesserte Gtadifung in der Gruppe bei der die
Osteotomie mit Muskulatur gedeckt war. Im Gegenbatrzu fanden sie eine signifikant
vermehrte Vaskularisierung in der Gruppe, wo dige@®mie lediglich fasziokutan

gedeckt war. Dementsprechend schliel3en die Autrengesteigerte Vaskularisierung fur

die bessere Heilung nach muskuléarer Deckung deadsbeotomie aus.

Neben der ausreichenden Vaskularisierung ist eio#iziente Rekrutierung von
osteogenetischen Zellen fir eine erfolgreiche Frhieilung entscheidend. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass Periostzellen wahrenBrdhphase nach einer Fraktur BMPs
synthetisieren (BOSTROM et al., 1995; CHENG et 2003). Man nimmt an, dass diese
Wachstumsfaktoren Stammzellen anlocken und ihreogsinetische Ausdifferenzierung
induzieren. Eine Fulle an Daten lasst darauf sBkle dass mesenchymale Stammzellen
auf3er im Periost auch in der umgebenden Muskutatdinden sind. Dies wird unterstutzt
von Studien die zeigen konnten, dass sowohl deadismrtes Knochenmehl als auch
aufgereinigte BMPs nach Injektion in Muskelgewelie Bildung ektopen Knochens
bewirken (IWATA et al., 2002). Andere Arbeiten leabgezeigt, dass verschiedene
Myocyten- Vorlauferzellen die Fahigkeit haben, n&MP- Applikation in chondrogene
oder osteogene Zellen zu differenzieren (GERSTENFEtLal., 2002).
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Die Membran-Tiere in der vorliegenden Arbeit zergeinen signifikant kleineren Kallus
unterhalb der Membran, welcher des Weiteren zuneisignifikant geringeren Anteil aus
Knochen bestand. Die von uns verwendete PTFE Mambizesitzt einen

Porendurchmesser von 0,2um und ist somit fir Zelleturchlassig. Hierdurch wére eine
potentielle Migration von Stammzellen oder oste@yenVorlauferzellen von der

Muskulatur zum Knochen/ Periost nicht mehr moglistas ggf. die verminderte Kallus-
und Knochenbildung erklaren konnte. Detailliertaidsén zur Rolle von Stammzellen

muskuléaren Ursprungs wahrend der Frakturheilurgeheunseres Wissens keine vor.

Neben den zellularen Bestandteilen spielen biotbgisSignalstoffe eine wichtige Rolle
wahrend der Frakturheilung. Diese unterliegen kexgh, zeitlich und ortlich getrennten
Mechanismen und sind noch unzureichend bekannt. Wachstumsfaktoren wie die
Gruppe der BMPs oder proinflammatorische Cytokine der Tumornekrosefaktor
(TNF- o) spielen wahrend der Knochenheilung eine entseheiel Rolle. So fuhrt das
Fehlen von TNF« -Signalen zu einer Hemmung sowohl der intramenisan, als auch
der enchondralen Knochenbildung, wie es in TNFRezeptoren- knock- out Tieren
gezeigt werden konnte (GERSTENFELD et al., 2001)ciAin der Muskulatur wird im
Rahmen der Frakturheilung neben verschiedenen emdd&otenstoffen TNF-a
synthetisiert. Inwieweit verschiedene Signalmolekzvischen Muskulatur und Knochen/
Periost miteinander interagieren ist unzureichegkhhnt. Sowohl die Muskulatur als auch
das angrenzende Periost sind jedoch in der Lage, \éelzahl dieser Signalmolekile zu
synthetisieren, welche fur eine erfolgreiche Frdieiung erforderlich sind. Die meisten
Signalmolekile besitzen eine Masse von 20-100 Kixadie verwendete PTFE-Membran
mit einer PorengroRe von 0,2 um fir einzelne Sigoékile durchgangig ist, kann nicht
gesagt werden, da neben der Porengrtf3e die LadendMdmbran, die Ladung der
Moleklle sowie der Filtrationsdruck eine entscheake Rolle spielen. Zusammenfassend
stellt die hier verwendete Membran dennoch eingi®ar dar, die auch die Interaktion

zwischen Signalmolekilen des Periost und des Walohdntels hemmt.
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5.5 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein Maodell zur Untersuchung des
Einflusses der Weichteile auf die Frakturheilungbéert. Nach vollstandiger und
persistierender Separation der Fraktur vom angretere Muskel mittels einer PTFE-
Membran konnte die periostale Kallusbildung fa&tzich inhibiert werden. Der Anteil
an Knochen im Kallusgewebe war in der Gruppe mitFBT Membran signifikant
erniedrigt bei erhohtem Bindegewebsanteil. Dies warbunden mit einer signifikant
geringeren biomechanischen Belastbarkeit des Idglen Knochens zu allen
Analysezeitpunkten in der Gruppe mit PTFE-Membran.

Offenbar waren weder das Periost alleine noch daa®$ in der Lage, den funktionellen
Verlust des Muskel-/ Weichteilmantels zu kompereieDa eine gestorte Frakturheilung,
ggf. mit Ausbildung einer Pseudarthrose, ein gradessches Problem darstellt, ist die

Erforschung der molekularen Mechanismen dieserd3s#zvon grol3er Bedeutung.

Da das Genom der Maus vollstandig entschlissekasinen nun tGber die Zucht spezieller
Knockout- Tiere oder die Anwendung molekularbiokmifier Werkzeuge die Rolle des
Muskel-/ Weichteilmantels auf die Frakturheilungtemucht werden. Des Weiteren
kbnnen in dem verwendeten Modell neue Therapieams&ur Stimulation der

Frakturheilung bei fehlendem Weichteilmantel uniehd werden.
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