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2 Zusammenfassung / Abstract

Einfluss von Cilostazol auf die Frakturheilung im

murinen Ischamiemodell

Cilostazol ist ein selektiver Phosphodiesterase-3-Hemmer und verbessert die Angiogenese durch
vermehrte Expression von Vascular endothelial growth factor (VEGF). Des Weiteren reguliert
Cilostazol die cyclische Adenosinmonophosphat-Konzentration (c-AMP) und nimmt somit Einfluss auf
die Regulation der Vasodilatation, Thrombozytenaggregation und Osteoblastendifferenzierung. Aus
diesem Grund ist Cilostazol fiir die Therapie der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK)
zugelassen. Frithere Studien haben eine verbesserte Frakturheilung unter Cilostazol-Gabe
nachgewiesen. Bisher wurde der Einfluss von Cilostazol auf die Frakturheilung im Ischdmiemodell nicht
untersucht. Ziel dieser Studie war es daher, den Effekt von Cilostazol auf den Frakturheilungsprozess
in einem murinen Ischd&miemodell durch Ligatur der Arteria profunda femoris in der rechten unteren

Extremitat zu untersuchen.

Insgesamt wurden fiir diese Studie 49 CD-1 Mause untersucht. Die Femurfraktur wurde mit einer
intramedulldaren Zugschraube stabilisiert. Die Cilostazol-Gruppe (n=25) erhielt eine tégliche Dosis von
5 mg/kg Korpergewicht p.o. Cilostazol. Die Kontroll-Gruppe (n=24) erhielt taglich eine aquivalente
Menge Natriumchlorid p.o.. 2 und 5 Wochen postoperativ wurden radiologische, biomechanische,

histomorphometrische und proteinbiochemische Analysen durchgefiihrt.

2 Wochen postoperativ zeigte sich eine signifikant erniedrigte Biegesteifigkeit in der Cilostazol-Gruppe.
Zudem konnten in der computertomographischen Analyse ein erniedrigtes absolutes Knochenvolumen
nach 2 Wochen und eine geringere Trabekelanzahl nach 5 Wochen nach der Behandlung mit Cilostazol
nachgewiesen werden. Auch in der histomorphometrischen Untersuchung war jeweils 5 Wochen
postoperativ der Knochenanteil geringer und der Bindegewebsanteil erhdht. Die Expression des
angiogenen Markers Cluster of differentiation 31 (CD31) war in der Cilostazol-Gruppe signifikant
erhoht. Des Weiteren zeigte sich eine erhéhte Osteoklasten-Aktivitat bei signifikant erhdhter Expression
von Receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL).

Zusammenfassend zeigte sich eine verzdgerte Frakturheilung durch die Gabe von Cilostazol unter

Ischdmiebedingungen.



Effect of cilostazol on fracture healing under ischemic

conditions

Cilostazol is known as a selective phosphodiesterase-3 inhibitor and increases angiogenesis by
upregulation expression of vascular endothelial growth factor (VEGF). In addition, cilostazol controls
cyclic adenosine monophosphate (c-AMP) concentration regulating vasodilatation, platelet aggregation
and the differentiation of osteoblasts. Cilostazol is used for the treatment of peripheral arterial occlusive
disease. Previous studies have shown an improved fracture healing in mice when treated with cilostazol.
However, there is no information whether cilostazol affects fracture healing in an ischemic murine
fracture model. Therefore, the aim of study was to analyze the effect of cilostazol on fracture healing in

an ischemic murine model by ligating the deep femoral artery in the right limb.

Femure fracture was created by a blunt guillotine and was stabilized using an intramedullary screw. In
this study, a total number of 49 CD-1 mice were used. The animals (n=25) received a daily dose of 5
mg/kg body weight cilostazol p.o.. The control group (n=24) received equivalent amounts of saline
solution p.o.. Radiological, biomechanical, histomorphometric and protein biochemical analyses were

performed after 2 and 5 weeks.

2 weeks after cilostazol treatment, the bending stiffness was significantly lower compared to controls.
Thiswas associated with areduced bone volume in CT analysis after 2 weeks and a decreased trabecular
number after 5 weeks. Histologically, the amount of bone was reduced and the fibrous tissue was
increased. In addition, the expression of the angiogenic factor Cluster of differentiation 31 (CD31), and
the Receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL), a marker of osteoclast activity, were

significantly higher after cilostazol treatment.

In conclusion, cilostazol delays fracture healing and prolongs callus remodeling under ischemic

conditions.



3 Einleitung

3.1 Knochen

3.1.1 Morphologie

Knochen werden nach ihrer dufReren Form in verschiedene Gruppen eingeteilt: Ossa longa (lange
Knochen oder Réhrenknochen, z.B. Humerus, Tibia), Ossa brevia (kurze Knochen, z.B. Hand- und
FuBwurzelknochen), Ossa plana (platte Knochen, z.B. Scapula, Sternum, Os coxae), Ossa pneumatica
(luftgefillte Knochen, z.B. Processus mastoideus) sowie Ossa irregularia (unregelmaBige Knochen, z.B.
Schédelbasisknochen, Wirbel). Zu den Réhrenknochen wird auch das in dieser Studie verwendete
Femur gezahlt. Das Femur wird in verschiedene Abschnitte unterteilt: Die Epiphyse stellt das proximale
und distale Ende dar. Dazwischen befindet sich die Diaphyse, wo sich die Kortikalis zur Substantia
compacta verdickt. Im Inneren besteht der Knochen aus der Substantia spongiosa. Zwischen Diaphyse
und der jeweiligen Epiphyse liegt die Metaphyse, die fir das Langenwachstum des Knochens
verantwortlich ist. Zusatzlich gibt es noch Apophysen, die als Knochenvorsprung einen Ansatzpunkt fiir
Muskeln und Bénder darstellen [7].

3.1.2 Histologie

Mikroskopisch besteht der Knochen aus verschiedenen Zellen, den Osteozyten, sowie der
Interzellularsubstanz, die sich wiederum aus organischen (kollagene Fibrillen, Proteoglykane und
Glykoproteine) sowie anorganischen (Hydroxylapatit) Anteilen zusammensetzt. Knochen werden
histologisch in zwei Arten unterschieden: Lamellenknochen und Geflechtknochen. Geflechtknochen
haben einen relativ unregelmé&Bigen Aufbau mit ungerichteten Kollagenfasern und enthalten viele
Knochenzellen. Daher sind sie zug- und biegefest. Bevorzugt kommt er in der Fetalperiode vor und
entsteht durch desmale Ossifikation. Beim Erwachsenen findet sich Geflechtknochen lediglich in den
Suturen des Schédels, im Labyrinth der Pars petrosa sowie in der Alveolarwand von Ober- und
Unterkiefer. AulRerdem entsteht Geflechtknochen in der Inititalphase der Frakturheilung. Der dadurch
gebildete Kallus wird im weiteren Heilungsverlauf zu Lamellenknochen umgebaut. Lamellenknochen
zeigen eine sehr regelmalige Grundstruktur. Zentrales Bauelement ist dabei das sogenannte Osteon oder
Havers-System, in dessen Zentrum ein Havers-Kanal liegt. Durch diesen Kanal verlaufen Blutgefalie
und Nervenfasern. Konzentrisch um den Havers-Kanal ordnen sich 5-10 um dicke Lamellen an,
7



zwischen denen sich wiederum 2-3 um dicke kollagene Fasern des Typ 1 befinden. Die Havers-Kanale
stehen Uber sog. Volkmann-Kanéle, die orthograd verlaufen, untereinander in Verbindung. Die Rdume
zwischen den einzelnen Osteonen sind durch Schaltlamellen aufgefullt. Die duRere Begrenzung des
Knochens stellt das Periost dar, das sich in zwei Schichten unterteilt. Das innenliegende Stratum
osteogenicum besteht vorwiegend aus Osteoblasten und ist fiir die Knochenbildung verantwortlich. Das
auBen aufliegende Stratum fibrosum setzt sich aus sog. Sharpey-Fasern zusammen, die eine
Stabilisierungsfunktion haben und als Befestigungspunkt fir Muskeln und Bénder dienen [82]. Im
Gegensatz zum menschlichen Knochen ist der Knochen der Maus relativ einfach strukturiert.
Resorptionskandle sind anstelle der menschlichen Havers-Kanaéle fiir die Knochenheilung vorhanden
[74].

3.1.3 Funktion

Der Knochen Gibernimmt zum einen eine Stitzfunktion, zum anderen dient er an manchen Kdorperstellen
auch als Schutz flr die inneren Organe und das zentrale Nervensystem. Dariiber hinaus dient der

Knochen als Calciumreservoir und zentraler Ort der Blutbildung ab der Geburt [7].

3.2 Wachstumsfaktoren

Der gesamte Knochenaufbau und Knochenabbau wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren

reguliert.

3.2.1 Osteoprotegerin (OPG)

Zum ersten Mal beschrieben wurde OPG im Jahre 1997. Es stellt einen Rezeptorantagonisten von
RANKL dar [95]. Als Tumornekrosefaktor hemmt OPG die Osteoklastenaktivitat und —entstehung

durch Hemmung der Differenzierung der Vorlauferzellen [111].

3.2.2 Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)

RANKL wurde 1997 entdeckt und gehort ebenfalls zur Gruppe der Tumornekrosefaktoren. Der durch
8



Osteoblasten sezernierte Ligand aktiviert die Differenzierung von monoklonalen Osteoklasten-
Vorlauferzellen zu Osteoklasten und reguliert so die Knochenresorption. Die OPG-Bindungan RANKL
am Osteoblasten inhibiert die RANKL-Rezeptor-Interaktion zwischen Osteoblasten und Osteoklast-

Vorlaufern, wodurch die Differenzierung zum Osteoklasten gehemmt wird [5].

3.2.3 Bone Morphogenetic Protein 2 und 4 (BMP)

BMPs wurden bereits 1965 erstmalig beschrieben [101]. Sie nehmen in der Regulation der
Frakturheilung eine zentrale Rolle ein und gehoren zu der Gruppe der Transforming Growth Factor-p.
In unterschiedlichen experimentellen Studien konnte bereits die osteoinduktive Wirkung von BMP
nachgewiesen werden [17]. BMP-2 hat in der Osteoblastendifferenzierung eine entscheidende
Schliisselrolle und ist ein wichtiger Bestandteil der Knochenneubildung. BMP-4 fordert die enchondrale

Ossifikation und tragt so zur Frakturheilung bei [84].

3.2.4 Cystein-rich Protein 61 (Cyr-61)

1990 wurde Cyr-61 erstmalig in Mausefibroblasten entdeckt und der Familie der Friihe-Phase-Proteine
zugeteilt [76]. In diversen Studien konnte Cyr-61 im Kallus nachgewiesen werden. Es fordert die
Osteoblastenproliferation und ist an der Neubildung von Knochen und Knorpel beteiligt. Vor allem in
der Phase der Chondrogenese wird Cyr-61 vermehrt exprimiert und nimmt somit eine Schlisselrolle in
der enchondralen Ossifikation ein. Zudem ist Cyr-61 ein wichtiger Angiogenese-Marker und hat einen

positiven Einflussauf die Regeneration des Kallus [52].

3.3 Frakturheilung

Umbauprozesse finden stetig im gesunden Knochen statt. Daran beteiligt sind sowohl Osteoklasten, die
den Knochen abbauen sowie Osteoblasten, die neuen Knochen bilden. Dieser Remodeling-Prozess lauft
bei der Frakturheilung verstarkt ab. Dabei heilt die Kortikalis in Langsrichtung tber die Wanderung der
Osteone, die Spongiosa dagegen heilt iiber eine Uberbriickung der Trabekel. Um eine erfolgreiche
Frakturheilung zu gewéhrleisten, mussen drei Voraussetzungen erfillt sein: ein ausreichender Kontakt
der Fragmente, eine angemessene Ruhigstellung und eine intakte Durchblutung. Zu wenig

Beweglichkeit zwischen den einzelnen Fragmenten verzdgert die Frakturheilung, da der Wachstumsreiz
9



fir die Osteoblasten nicht ausreicht. Zu viel Bewegung wiederum fuhrt zu Pseudarthrosen, da die
Osteone nicht fest einwachsen kdnnen. Daneben haben auRerdem das Lebensalter, der Frakturverlauf
sowie die Knochenstruktur einen Einfluss auf die Knochenheilung. Ebenso spielen die Wahl der
Therapie bzw. des Operationsverfahrens sowie Interaktionen mit Medikamenten eine Rolle in der
Frakturheilung. Prinzipiell lassen sich zwei verschiedene Prinzipien der Frakturheilung unterscheiden:

die primére und die sekundare Frakturheilung [73].

3.3.1 Primare Frakturheilung

Diese Form der Frakturheilung wird auch als direkte Frakturheilung bezeichnet, dasie ohne die Bildung
von Kallus stattfindet. Voraussetzung flr diese Art der Knochenheilung ist ein ausreichender
interfragmentérer Kontakt. Durch eine intakte Durchblutung kann sichergestellt werden, dass die
Osteone auf direktem Wege den Frakturspalt durchwandern kénnen und die Frakturheilung initiieren
kénnen. Bis zum vollstandigen Abschluss der primaren Frakturheilung vergehen etwaein bis zwei Jahre
[73].

3.3.2 Sekundare Frakturheilung

Die sekundére Frakturheilung entspricht dem physiologischen Heilungsprozess und verlduft in
einzelnen Schritten: In der initialen Verletzungsphase bildet sich ein Hdmatom um die Fraktur. Im
nachsten Schritt organisiert sich das Hdmatom in der bis zu 14 Tage andauernden Entziindungsphase
durch das Einwachsen von Fibroblasten unter Bildung von bindegewebigem Kallus. Nach weiteren
Wochen bis Monaten ist die Phase der Hartung des Kallus abgeschlossen. In diesem Zeitraum bildet
sich ein knécherner Kallus tiber die Bildung von Geflechtknochen aus. Die abschlieende Remodelling-
Phase dauert bis zu zwei Jahre an. In dieser Zeit findet ein schrittweiser Umbau zu lamelldrem Knochen
statt, das Gefalisystem rekonstruiert sich und der tiberschiissige Kallus wird abgebaut [73].
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3.4 Frakturmodelle

3.4.1 Hund

Frakturmodelle am Hund haben vor allem in der Veterindrmedizin einen groRen Stellenwert. Die
biologischen Frakturheilungsmechanismen des Hundes sind in der Literatur sehr gut beschrieben, da
eine Vielzahl von Untersuchungen an Frakturmodellen flr interne und externe Stabilisierungstechniken

mit und ohne Frakturheilungsstérungen am Hund durchgefuhrtwurden [11, 35, 64, 72, 81, 103].

3.4.2 Schaf

Da die Anatomie des Schafes die des Menschen sehr &hnelt, wurden diese Modelle bevorzugt fur die
Entwicklung und Testung von humanen Implantaten genutzt [16]. Die Abldufe der primdren
Knochenheilung wurden fiir Schafe bereits sehr detailliert erforscht [90]. Anhand des Schafmodells
wurden die Schraubenstabilisierung, Plattenosteosynthesen sowie die intramedullare Marknagelung
untersucht[75, 80, 88, 89]. Aufgrund hoher Kosten fiir die Tierhaltung ist die Verwendung von solchen

Modellen sehr begrenzt.

3.4.3 Kaninchen

Das Kaninchen ist ebenfalls ein gut geeignetes Modell zur Untersuchung der Frakturheilung, da durch
seine Grolke verschiedene Analysen wie zum Beispiel biomechanische Untersuchungen einfacher als
bei Ratten oder Méausen durchgefihrt werden kénnen. Die verschiedensten Implantate wie Platten,
Schrauben, Fixateur externe oder Verriegelungsnégel sind in der Herstellung und Implantation
vorteilhafter [14, 25, 26, 59]. Die Kosten fiir Tierhaltung und Medikamentenapplikation sind bedeutend

geringer als die Kosten bei Groftieren wie Hund oder Schaf [23].

3.4.4 Ratte

Die Ratte wird bereits seit langerem fir die Untersuchung der Frakturheilung verwendet. Diverse

Knochen (Tibia, Femur, Schadel, Radius, Ulna, Metatarsale) wurden bereits fir Analysen benutzt [3, 4,
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8, 43, 99, 102]. Im Vergleich zum Mausmodell sind hier die operativen Verfahren technisch einfacher.
Studien mit grofRer Tieranzahl sind glnstiger als im GroRtiermodell. Die initial verwendeten instabileren
Pin-Osteosynthesen werden immer mehr von stabileren  Plattenosteosynthesen und

Verriegelungsmarknégeln abgeltst [86, 91, 108].

3.4.5 Maus

Ahnlich wie bei Rattenmodellen sind auch Mausmodelle aufgrund ihrer geringen Haltungs- und
Anschaffungskosten ideal fir groRe Tierstudien geeignet. Mittlerweile existieren mehr Publikationen
Uber die Frakturmodelle von der Maus als ber die Modelle von der Ratte [47]. Ein Nachteil des
Mausmodells liegt darin, dass sich die Knochengrundstruktur vom Menschen in der Hinsicht
unterscheidet, dass die Maus statt Havers-Kandlen sogenannte Resorptionskandle besitzt. Die
grundsétzlichen Mechanismen der Knochenbruchheilung unterscheiden sich allerdings nicht [74]. Ein
sehr groRer Vorteil dagegen stellt die vollstandige Entschliisselung des Genoms der Maus dar, wodurch
eine gezielte Untersuchung spezifischer Antikérper zur Analyse der molekularen Mechanismen der
Frakturheilungsprozesse moglich ist [85].

Beliebte Knochenmodelle zur Untersuchung an der Maus waren bisher Tibia, Femurund Rippe [13, 19,
44, 56]. Die Genexpression kann sehr gut an Rippen analysiert werden, allerdings eignen sich diese

aufgrund ihrer Struktur nur maRig fir biomechanische Testungen [58, 110].

Zur Untersuchung der langen Rohrenknochen existieren fir die Maus offene und geschlossene
Frakturmodelle. Wahrend bei dem offenen Modell der Knochen tber einen lateralen Zugang prépariert
und osteotomiert wird, wird die Fraktur beim geschlossenen Modell mittels stumpfer Guillotine erzeugt
[47]. Das erste Modell einer geschlossenen Fraktur an der Ratte publizierten Bonnarens und Einhorn
1984 [12]. Auf der Grundlage dieses Modells wurde 1993 von Hiltunen et al. ein geschlossenes
Frakturmodell an der Tibia der Maus etabliert. Damit konnte ein transversaler Frakturverlauf ermdglicht
werden bei geringem Weichteilschaden [44]. Fir das Femur entwickelten Manigrasso und O’Connor
2004 ein dhnliches Modell [67]. Da das Femur einen groeren Weichteilmantel als die Tibia besitzt,
kénnen hieran auch Analysen von Weichteiltraumata stattfinden. Darlber hinaus verfigt das Femur

Uiber einen homogeneren Querschnittzur einfacheren biomechanischen Testung.

Manigrasso und O’Connor stabilisierten die Fraktur mittels intramedulldrem Pin, der meist aus einer 24-
Gauge Kanule gefertigt wurde (Abb. 1A) [67]. Dieser kann lber einen Hautschnitt medial der Patella
Uber die interkondylare Femurnotch in den Markraum implantiert werden. Allerdings bietet dieser Pin

keine Rotationsstabilitat, weshalb er nicht fur standardisierte Untersuchungen verwendbar ist [49].
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Zur Verbesserung der Rotationsstabilitdt wurde ein Verriegelungsnagel entwickelt, der durch eine

beidseitige Abflachungder Kaniile eine bessere Verankerungim Markraum erméglicht (Abb. 1B) [56].

Ein weiterer Verriegelungsnagel gewahrleistet durch Pins an den distalen Enden des Nagels eine

Rotationsstabilitat. Zusatzlich wird tiber ein Gewinde eine axiale Kompression erreicht. (Abb. 1F) [33]

Die intramedullare Zugschraube (MouseScrew™) bietet sowohl eine axiale Stabilitéat als auch eine
Rotationsstabilitat. Dies wird durch den distalen Konus und ein proximales Gewinde erreicht.
Die Zugschraube wird nach geschlossener Frakturierung mittels stumpfer Guillotine Uber einen
Fuhrungsdraht in den Markraum implantiert (Abb. 1D) [55].

Ein weiteres Stabilisierungsverfahren ist der Fixateur externe [18]. Nach Anlage eines externen
Fixateurs Uber einen lateralen Zugang wird der Knochen unter Sicht osteotomiert. Diese Art
der Osteosynthese bietet eine gute Rotationssicherung [49]. Der Fixateur externe setzt sich aus
vier Schanzschrauben und einem Fixateur-Block zusammen (Abb. 1G). Ein groRer Vorteil
dieses Modells liegt darin, dass durch Anderung der Spaltbreite auch die Mechanismen der
verzogerten Heilung und Pseudarthrose besser untersucht werden koénnen. Allerdings wird
durch die extramedulldre Lage sowie die GroRe und das Gewicht des Implantats das

physiologische Gangbild beeinflusst.

Der Pin-Clip ist eine Kombination aus einem gewdhnlichen Pin und einer extramedullaren Klammer,
wodurch ebenfalls eine Rotationsstabilitit gewéhrleistet wird. (Abb. 1C) [33, 34]. Auch mit diesem

Frakturmodell kbnnen Mechanismen der Pseudarthrose untersuchtwerden.

Eine winkelstabile Platte wurde ebenfalls fir die Maus entwickelt. Die Platte wird mit vier Schrauben
am Knochen fixiert. (Abb. 1E) [48, 69]. Die winkelstabile Platte ist als starres und flexibles Modell zu
verwenden. Mit der Platte kann sowohl die normale als auch die verzdgerte Heilung untersucht werden.

Aufgrund der Stabilitét erlaubt sie die Untersuchung der intramembrandsen Frakturheilung.
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Abbildung 1: Osteosynthesetechniken fir das Mausfemur: (A) Intramedulldrer Pin (B) Intramedulldrer
Verriegelungsnagel (C) Pin-Clip (D) MouseScrew™ — intramedull&re Zugschraube (E) Platte mit Schraube (F)
Verriegelungsnagel mit Verriegelungsbolzen (G) Fixateur externe

3.5 Cilostazol

Cilostazol ist ein selektiver Phosphodiesterase-3-Inhibitor und wurde im Jahr 1985 entwickelt. Es wurde
bereits 1988 in Japan, 1999 in den USA sowie 2007 in Deutschland zur Behandlung der peripheren
arteriellen Verschlusskrankheit (PAVK) zur Verldngerung der schmerzfreien Gehstrecke zugelassen
[60, 61, 62].

3.5.1 Struktur

Cilostazol tragt den IUPAC-Namen 6-[4-(1-Cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxy]-3,4-dihydrochinolin-
2-on. Seine Summenformel lautet somit C20H27NsO2. Die molare Masse betragt 369,49 g/mol und die
Dichte betragt 1,26 g/cms3. Sein Schmelzpunkt betragt abhéngig vom vorliegenden Polymorph (A, B
oder C) zwischen 136°C und 159°C [96, 106].
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Abbildung 2: Struktur von Cilostazol

3.5.2 Wirkmechanismus

Cilostazol ist ein selektiver Phosphodiesterase-Typ 3A-Inhibitor. Durch die Hemmung des Abbaus von
cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) kommt es zu einer Erhéhung des zellularen cAMP-
Spiegels. Dariiber hinaus hemmt Cilostazol die Wiederaufnahme von Adenosin in die Erythrozyten,
wodurch der Adenosinabbau vermindert wird. Somit liegt ein erhdhter Adenosin-Spiegel vor, der
wiederum am Adenosin-A2-Rezeptor die Bildung von cAMP erhdhen kann [66, 105]. Am Al-Rezeptor
in Kardiozyten hat Adenosin eine bradykardisierende Wirkung, deren Bedeutung bisher noch nicht
abschlieBend bekannt ist [22, 92]. Cilostazol ist somit beteiligt an antiinflammatorischen,
antiatherogenen und antiproliferativen Effekten. In Thrombozyten hemmt Cilostazol die
Thrombozytenaggregation, -adhdsion und —sekretion. Durch zusétzliche Aktivierung der Scherkréfte
wird die Wirkung durch Adenosin, Prostaglandine und Prostazyklin verstarkt. AuBerdem wird die
Bildung von P-Selektinen sowie die Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors (GPIlIb/Illa) vermindert
[92]. Die Expression von prothrombotisch und proinflammatorisch wirkenden Adhéasionsmolekiilen
wird von Cilostazol in Endothelzellen gehemmt. In Leukozyten werden die Expression von MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) sowie die Synthese von Sauerstoffradikalen und P-Selektinen
vermindert. Einzelne in-vitro-Ergebnisse zeigen eine apoptotische und angiogenetische Wirkung von
Cilostazol [24, 92]. Auf glatte Muskelzellen wirkt Cilostazol relaxierend und antimitogen [92].
Zusétzlich kann Cilostazol das Plasmalipidprofil verbessern. Dies wurde in einer kontrollierten Studie
gezeigt, in der Claudicatio intermittens-Patienten nach 12-wdchiger Behandlung mit Cilostazol ein um
15% reduziertes Triglycerid-Niveau sowie eine um 10% erhdhten HDL-Spiegel bei unverdndertem

LDL- und Gesamtcholesterin-Spiegel aufwiesen [29].
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Abbildung 3: Wirkmechanismus von Cilostazol: Cilostazol hemmt die Phosphodiesterase-3
und verhindert somit den Abbau von cAMP, was zu einer Erh6hung des zellularen cAMP-
Spiegels fuhrt. Dariber hinaus hemmt Cilostazol die Aufnahme von Adenosin in Eryhtrozyten
und verhindert auf diese Weise den Adenosin-Abbau, wodurch Adenosin in erhohter
Konzentration vorliegt. AC = Adenylatzyklase, cAMP = cyclisches Adenosin-monophosphat,
Al = Adenosinrezeptor Typ 1, A2 = Adenosinrezeptor Typ 2, PDE = Phosphodiesterase, PGI2
= Prostazyklin, PGE = Prostaglandin E, IP = Prostazyklinrezeptor, EP = PGE-Rezeptor, PKA
= Proteinkinase A

3.5.3 Pharmakokinetik

Cilostazol wird zweimal taglich in einer Dosis von je 100 mg oral 30 Minuten vor oder zwei Stunden
nach der Mahlzeit eingenommen. Nach vier Tagen wird bei dieser Dosierung der steady state erreicht.
Die AUC (area underthe curve) verhélt sich proportional zur Dosis. Die Eliminationshalbwertzeit von
Cilostazol betrégt 10,5 Stunden. Die beiden Hauptmetaboliten von Cilostazol unterscheiden sich in ihrer
Wirkstérke. Wahrend Dehydro-Cilostazol 4-7 Mal starker die Thrombozytenaggregation hemmtals die
Ausgangssubstanz, wirkt 4°-trans-Hydroxy-Cilostazol nur ein Finftel. Cilostazol wird vorwiegend an
Albumin gebunden, die Proteinbindung insgesamt betrégt 95-98%. Dehydro-Cilostazol ist zu 97,4%
gebunden, 4°-trans-Hydroxy-Cilostazol zu 66%. Uber den Cytochrom P-450-Metabolismus durch die
Isoenzyme CYP3A4 sowie zu geringeren Anteilen CYP2C19 wird Cilostazol verstoffwechselt und
anschlieBend zum groften Teil renal tber den Urin (74%) ausgeschieden. Die restliche Ausscheidung
erfolgt Uber die Faeces. Bei Patienten mit Nieren- oder Leberinsuffizienz wird eine Dosisanpassung

empfohlen. Bei einer Kreatininclearance von < 25ml/min ist Cilostazol kontraindiziert [93].
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3.5.4 Anwendungund Indikation

Die Zulassung von Cilostazol basiert aufinsgesamt acht multizentrischen randomisierten kontrollierten
Studien mit insgesamt 2702 Patienten. Die priméren Endpunkte maximale und schmerzfreie Gehstrecke
wurden durch unterschiedliche Laufbandtechniken ermittelt. In den verschiedenen Studien wurde
Cilostazol in unterschiedlicher Dosis verabreicht, teilweise kombiniert mit Pentoxifyllin, und mit einer
Placebo-Gruppe verglichen [27]. Die Studienergebnisse zeigten eindeutig, dass die Einnahme von
Cilostazol die schmerzfreie und maximale Gehstrecke verlangert. In einzelnen Fragebdgen wie dem
WIQ (Walking Impairment Questionnaire) zeigte sich eine Verbesserung der Lebensqualitat der
Patienten. In sechs von acht Studien konnte eine Verldngerung der Gehstrecke um 44-50% abhé&ngig
von der Dosis von Cilostazol gezeigt werden, wéhrend die Gehstrecke unter Pentoxifyllin um nur 38%
und unter Placebo um nur 21% gesteigert werden konnte [100]. Darliber hinaus wurde in einer
Metaanalyse von Regensteiner et al. eine Korrelation zwischen verlangerter Gehstrecke und verbesserter
Lebensqualitat nachgewiesen [83]. Des Weiteren konnte fiir Cilostazol eine Dosisabhédngigkeit in zwei
weiteren klinischen Studien gezeigt werden. Beebe et al. verglichen eine Gruppe mit insgesamt 200 mg
Cilostazol taglich mit einer Gruppe mit 100 mg Cilostazol pro Tag. Wahrend unter der héheren Dosis
eine Gehstreckenverldngerung um 51% festgestellt wurde, war es unter der geringeren Dosis lediglich
eine Verlangerungum 38% [9]. Vergleichbare Ergebnisse zeigte die Studie von Strandnesset al., in der
unter 200 mg Cilostazol eine Verbesserung der Gehstrecke um 21% erreicht wurde, unter 100 mg
Cilostazol eine Verbesserung um 7% [97]. Da in den USA zur Therapie der Claudicatio intermittens bis
zu diesem Zeitpunkt Pentoxifyllin verwendet wurde, wurden zwei weitere Studien zum
Wirksamkeitsvergleich von Pentoxifyllin gegeniiber Cilostazol und Placebo durchgefiihrt. In der ersten
Studie konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. In der zweiten und gréRReren Studie
wurde dann eine Verbesserung der Gehstrecke unter 200 mg Cilostazol pro Tag von 54% im Vergleich
zu einer Verbesserung um 30% unter 1200 mg Pentoxifyllin pro Tag entdeckt, wodurch ein signifikanter
Unterschied nachgewiesen war [27]. Da Patienten mit pAVK auch ein erhdhtes kardiovaskuléres Risiko
haben und daher teilweise mit Thrombozytenaggregationshemmern wie Aspirin und Clopidogrel
behandelt werden, kdnnte moglicherweise ein synergistischer Effekt zwischen Cilostazol und Aspirin
bzw. Clopidogrel bestehen. So wurde in Japan eine grof3e placebokontrollierte Studie, die CSPS Studie
(Cilostazol Stroke Prevention Study), durchgefiihrt mit dem priméaren Endpunkt eines zweiten
Schlaganfalls. Dieser war unter Cilostazol im Vergleich zu Placebo um 41,5% vermindert, weshalb

Cilostazol in Japan auch zur Sekundéarprévention cerebraler Ereignisse zugelassen wurde [39].
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3.5.5 Nebenwirkungen

Da bereits andere Phosphodiesterase-3-Hemmer wie Milrinon bei Herzinsuffizienzpatienten im Stadium
NYHA I11-1V die Mortalitat um 34% steigerten, wurde Cilostazol in einer Langzeitstudie tiber drei Jahre
mit dem Endpunkt Mortalitat untersucht (CASTLE-Studie) [42, 78]. Hierbei zeigte sich, dass Cilostazol
auf die Mortalitdit keinen Einfluss hat. Zur Untersuchung der Blutungszeit durch die
Thrombozytenaggregationshemmer Cilostazol, Aspirin und Clopidogrel wurde eine weitere Studie
durchgefuhrt [107]. Die Blutungszeit war weder unter Monotherapie mit Cilostazol noch unter einer
Zweierkombination von Cilostazol und Aspirin bzw. Cilostazol und Clopidogrel signifikant verlangert.
Lediglich die Kombination aller drei Medikamente verlangerte im Vergleich zur Zweierkombination
aus Aspirin und Clopidogrel die Blutungszeit signifikant. Daher ist eine Therapie mit mehreren
Plattchenhemmern maglich, sollte aber engmaschiger Giberwacht werden. Darliber beeinflusst Cilostazol
als Inhibitor von CYP3A4 und CYP2C19 in hoheren Dosen als die Standardtherapiedosen den
Stoffwechsel. Daher ist eine gleichzeitige Einnahme von Inhibitoren dieser Enzyme kontraindiziert. Die
haufigsten Nebenwirkungen von Cilostazol waren Stuhlverdanderungen, Kopfschmerzen und Diarrh6

[93].

Haufig
Ubelkeit, Erbrechen,
Flatulenz

Sehr haufig Schwerwiegend

Gastrointestinaltrakt Diarrh®,

Stuhlverdnderungen

ZNS
HNO

Schwindel Kopfschmerzen Paresen

Rhinitis, Pharyngitis

Haut

Juckreiz,

Hautausschlag

Toxische epidermale
Nekrolyse (Lyell-
Syndrom)

Herz/Gefalke

Tachykardien,
Palpitationen,
Arrhytmien, Angina
pectoris, ventrikulare

Extrasystolen

Blutbildungsstérungen

Sonstige

Odeme facial und

peripher

Allgemein

Asthenie,
Abdominalschmerzen,

Brustschmerzen

Tabelle 1: Nebenwirkungen von Cilostazol
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3.6 Ischamie

Es wurden bereits verschiedene Ischd&miemodelle der Maus an der unteren Extremitét entwickelt [6, 79,
98]. Diese Modelle wurden vor allem zur Untersuchung der Reperfusion und Gefaneubildung der
unteren Extremitat nach Induktion der Ischdmie angewandt. Die Frakturheilung wurde bis dato nicht

untersucht.

2018 wurde ein Ischamiemodell zur standardisierten Induktion von Gangranen an der unteren Extremitéat
von Parikh et al [79] entwickelt. In dieser Studie wurde die Arteria femoralis in Hohe des Ligamentum
inguinale nach dem Abgang der Arteriailiaca interna ligiert. In der Folge kam es reproduzierbar zu einer

Gangranbildung an der distalen unteren Extremitét.

Tang et al [98] induzierten eine Ischamie durch Resektion der Arteria femoralis zwischen den beiden
Ligaturen, die sich direkt distal des Leistenbandes und an der poplitealen Bifurkation befanden.

Hierunter zeigten sich postoperativ Nekrosen der unteren Extremitat sowie Wundheilungsstérungen.

Um ein geeignetes Ischamiemodell fur unsere Studie auszuwahlen, haben wir in einer Vorstudie zwei
verschiedene Ischdmiemodelle untersucht. In Anlehnung an die Studie von Tang et al [98] wurde eine
,schwere® Ischdmie durch Resektion der Arteria femoralis distal des Ligamentum inguinale induziert.
In der Vergleichsgruppe wurde eine ,,milde* Ischdmie durch Ligatur der Arteria profunda femoris direkt
nach ihrem Abgang aus der Arteria femoralis erzeugt. Das Versorgungsgebiet der Arteria profunda
femoris umfasst hauptsachlich den Femurschaft sowie die mediale Muskulatur des Oberschenkels. Die
Ausbildung von Kollateralgefaen nach Ligatur der Arteria profunda femoris ist im Vergleich zu
anderen Oberschenkelarterien sehr gering [6]. Postoperativ waren bei der ,schweren® Ischiamie
vermehrt Wundheilungsstorungen, periphere Nekrosen sowie ein unphysiologisches Gangbild aufféllig.
Diese Komplikationen konnten bei der ,,milden* Ischdmie nicht beobachtet werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse und der bereits vorliegenden Studien entschieden wir uns fur die Induktion einer milden

Ischdmie durch abgangsnahe Ligatur der Arteria profunda femoris.

3.7 Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, inwieweit die Behandlung mit Cilostazol die Frakturheilung

im murinen Ischamiemodell beeinflusst.
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3.8 Fragestellung

Die Nullhypothese lautet:

,Die Frakturheilung wird durch Gabe von Cilostazol unter Ischdmiebedingungen nicht beeinflusst.*

4 Material und Methoden

4.1 Methoden

Im folgenden Abschnitt werden die Methoden, die zur Durchfiihrung dieser Arbeit angewandt wurden,

beschrieben.

4.1.1 Studiendesign

Die Tierversuche mit der Versuch-Nummer 24/2014 wurden von der Behorde (Landesamt fiir
Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterindrwesen — Zentralstelle —, Konrad-Zuse-Stra3e
11, 66115 Saarbriicken) genehmigt und nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes am

Institut fur klinisch-experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt.

Insgesamt wurden fiir diese Studie 49 Mause untersucht. Davon erhielten 25 Tieren taglich Cilostazol
per os (p.o.) mit einer Dosierung von 5mg/kg KG und die Kontrollgruppe mit 24 Tieren erhielt taglich
eine dquivalente Menge isotone Natriumchloridlésung p.o.. Zwei bzw. fiinf Wochen postoperativ (nach
Osteosynthese und Ischamie) wurden die Knochen biomechanisch, radiologisch, histomorphometrisch

und proteinbiochemisch untersucht (Tabelle 2).
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Cilostazol Kontrolle
2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen
Biomechanik n=9 n=11 n=28 n=11
Radiologie n=9 n=11 n=38 n=11
Histomorphometrie n=9 n=11 n=28 n=11
Western Blot n=>5 %) n=5 %)

Tabelle 2: Anzahl der Tiere in den Auswertungsgruppen

4.1.2 Tiermodell

Zur Durchfuhrung der Studie wurden ausgewachsene CD-1 Mause mit einem mittleren Gewicht von
33,6 £ 0,7 g (Cilostazolgruppe: 34,8 £ 1,1 g; Kontrollgruppe 32,3 = 0,8 g) benutzt. Die Tierhaltung
erfolgte im Institut fur Klinisch-experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in
Homburg/Saar unter klimatisierten Raumbedingungen (relative Luftfeuchte 60%, Lufttemperatur 22°C
bis 24°C) bei 12-stindigem Tag-/Nacht-Rhythmus. Standardfutter (Altromin 1320, Altromin, Lage,

Deutschland) in Pelletform sowie Wasser nach individuellem Bedarf wurden bereitgestellt.

Zur Osteosynthese wurde eine intramedulldre Zugschraube aus medizinischem Stahl mit einer Lange
von 17,2 mm undeinem Durchmesser von 0,5 mm verwendet (MouseScrew™, RISystem AG, Davos,

Schweiz) (Abb. 4) [55]. Die Kompression des Frakturspalts erfolgt durch den distalen Konus

(Durchmesser 0,8 mm) und das proximale Gewinde (Durchmesser 0,5 mm, Lange 4 mm).

i LT
R S

Abbildung 4: MouseScrew™ — L&nge 17,2 mm — Durchmesser 0,5 mm
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4.1.3 Operationsverfahren

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte in standardisierter Technik im Institut fir klinisch-

experimentelle Chirurgie der Universitéat des Saarlandes.

Die Narkose der Méuse erfolgte durch eine intraperitoneale Applikation von 75 mg/kg KG Ketamin
(Ursostamin® 100 mg — Serumwerke Bernburg, Bernburg, Deutschland) und 15 mg/kg KG Xylazin
(Rompun® 2% - Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland). Auf die Hornhaut wurde zum Schutz
vor einer Austrocknung Dexpanthenol-Salbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe) aufgetragen. Die
Entfernung der Haare am rechten Bein wurde mittels Trockenrasur und Enthaarungsmittel (elca-med®
- ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland) durchgefiihrt.

Das rechte Bein wurde wéhrend der Operation mit Hilfe der linken Hand fixiert. Nach ausreichender
Hautdesinfektion mit Softasept® N (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wurde die Haut
mit einer Skalpellklinge (Carbon Steel Skalpellklingen #15 — Braun Aesculap AG & Co KG, Tuttlingen,
Deutschland) medial der Patella mit einem 6 mm langen Hautschnitt in Verlaufsrichtung der Arteria
femoralis eroffnet. Nach Aufsuchen des Gefdl3-Nervenbiundels des rechten Beines wurde die Arteria
femoralis distal des Leistenbandes von der Vena femoralis und dem Nervus femoralis mit einer stumpfen
Sonde separiert. Die Ischdmie wurde nun durch eine doppelte Ligatur der Arteria profunda femoris
induziert (Abb. 5) [98, 112]. Danach erfolgte die Er6ffnung der Kniegelenkkapsel, wodurch die Patella
mit einem Wattetupfer sanft mobilisiert und nach lateral luxiert werden konnte zur Darstellung der
Femurkondylen (Abb. 6, 7). Der Markraum wurde (ber der Fossa intercondylaris mittels 24 G
Spritzkanile (BD Microlance 3™ —24 G 1 — Nr. 17, @ 0,55 x 25 mm — BD Drogheda, Ireland) (Abb.
8) erdffnet. Der Trochanter major wurde von dieser Kanule tiber den Markraum retrograd durchbohrt.
Mit einer 27 G Dental-Anasthesiekanile (Sterican® Einmalkantle fir die Dental-Anésthesie — O./U.-
Kiefer, Leitungsanésthesie — GroRe 30/42- G 27 x 1%“ / @ 0,40 x 40 mm, Braun, Melsungen,
Deutschland) wird die Haut retrograd tiber den Markraum durchstochen (Abb. 9). Nach Einfiihren eines
Wolfram-Drahtes (& 0,2 mm, Goodfellow Cambridge Limited, Huntigdon, England) in diese Kanile
wurde die Kaniile entfernt, wéhrend der eingebrachte Draht im Markraum verblieb, dass er sowohl am
Riicken als auch interkondyldr etwa 1 cm zu sehen war (Abb. 10). Danach wurde das Femur mittels
stumpfer Guillotine mit definiertem Gewicht geschlossen frakturiert (Typ A2 bis A3 nach AO-
Klassifikation [71]). Die Implantation der MouseScrew™ [55] erfolgte Uber den bereits eingefiihrten
Draht mit Hilfe eines Schraubendrehers (Abb. 11). Als sich der Konus im Bohrloch interkondylér
verhakte und das proximale Schraubenende interkondylér regelrecht verankert war, brach die Schraube
an der Sollbruchstelle ab (Abb. 12). Nachdem die Patella reponiert und die Gelenkkapsel mittels 5-0
Prolene®-Faden (Ethicon Inc., Somerville, USA) verschlossen wurde, erfolgte die Hautnaht ebenfalls
mit einem 5-0 Prolene®-Faden (Abb. 13). Die Operationsschritte wurden intraoperativ radiologisch

kontrolliert. (Abb. 14-16).
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Abbildung 5: Milde Ischamie durch Ligatur Abbildung 6: Darstellung der Patellar-
der Arteria profunda femoris sehne nach Ligatur

| 41
Abbildung 7: Lateral luxierte Patella, Abbildung 8: Eréffnung des Markraums
Sichtauf die Kondylen

Abbildung 9: Fiihrungskaniile Abbildung 10: Fihrungsdraht
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Abbildung 11: Implantation Abbildung 12: Implantierte
MouseScrew™ MouseScrew™

Fivl

Abbildung 13: Hautnaht Abbildung 14: Rdntgenkontrolle
Flhrungsdraht

Abbildung 15: Rontgenkontrolle Abbildung 16: Rontgenkontrolle
intraoperativ nach Fraktur postoperativ
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4.1.4 Medikamentenapplikation

Den Mausen wurde postoperativ taglich tber zwei beziehungsweise finf Wochen 5mg/kg KG
Cilostazol p.o. (Cilostazol® 100mg — STADA, Bad Vilbel, Deutschland) zugefiihrt. Den Kontrolltieren
wurde eine aquivalente Menge isotone Natriumchlorid-Ldsung (Isotone Kochsalz-Lésung 0,9%, B.

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) p.o. gegeben.

4.1.5 Totungder Tiere

Die Méause wurden nach zwei beziehungsweise flinf Wochen nochmals narkotisiert gelegt und das rechte
Femur wurde gerdntgt (Abb. 17). AnschlieBend erfolgte in Narkose die Tétung der Tiere durch

Genickbruch zum Ausbau der Femora.

Abbildung 17: Rontgenbild 2 Wochen postoperativ

4.1.6 Préaparationder Knochen

Zur Auswertung wurden beide Femora explantiert. Nach Er6ffnung der Haut Gber dem Tibiaplateau in
Verlaufsrichtung des Femurs wurde die Patellarsehne mit einem Skalpell durchtrennt und die

angrenzende Muskulatur scharf vom Knochen bis zum Becken abprapariert. Zur Exartikulation des
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Femurs wurde die Huftkapsel er6ffnet. Danach erfolgte die abschlieBende Resektion der (brigen
Weichteile vom Knochen (Abb. 18). Daraufhin wurde die Schraube vorsichtig mit einem
entsprechenden Entfernungsinstrument entfernt. Wahrenddessen wurde der Knochen dauerhaft mit
isotoner Kochsalzlosung befeuchtet und nach abgeschlossener Praparation mit einer feuchten

Kompresse umschlossen. Bis zur spéateren Verarbeitungwurden die Knochen bei -80 °C eingefroren.

Abbildung 18: Explantierter Knochen

4.2 Zielkriterien und Auswertung

4.2.1 Radiologie

2 und 5 Wochen postoperativ wurden von beiden Femora Rdntgenbilder im anterior-posterioren
Strahlengang angefertigt (Spannung 26kV, Belichtungszeit 10 s) (MX-20 — Faxitron X-ray Corporation,
Wheeling, IL, USA,; Faxitron Sr 1.4.1 — Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, IL, USA) (Abb. 19). Es
erfolgte eine radiologische Auswertung anhand des Goldberg-Score unter der Verwendung eines

Punktesystems, das die knécherne Uberbauung des Frakturspaltes beurteilt (Tab. 3) [38].

Score | Bedeutung

0 Ausbleibende kndcherne Uberbauung
1 Partielle kndcherne Uberbauung

2 Vollstiandige knocherne Uberbauung

Tabelle 3: Goldberg-Score
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Abbildung 19: Réntgenbild zur radiologischen Auswertung
frakturierter Knochen (A) kontralateraler gesunder Knochen (B)
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4.2.2 Computertomographie

Die rechten Femora wurden 2 und 5 Wochen postoperativ mittels Computertomographie mit einer
Schichtdicke von 7,5 um (Skyscan 1172, Bruker, Billerica, MA, USA) gescannt (Réhrenspannung:
50kV; Stromstarke: 200u4A,; Intervalle: 0,4°; Expositionszeit: 2400ms; filter: 0,5mm Aluminium). Die
Bilder wurden in dreidimensionalen Arrays gespeichert. Die ,,Region of interest* (ROI) entspricht dem
Kallus. Um Weichgewebe von Knochen unterscheiden zu kdénnen, wurden entsprechende
Schwellenwerte definiert (CTAnalyser, Bruker, Billerica, MA, USA). Nach Abschluss dieser Prozedur

konnten folgende Parameter des Kallus ausgewertet werden:
e Kndéchernes Gesamtvolumen [mm?3] (Bone Volume, BV)
o Gesamtkallusvolumen [mm?3] (Tissue Volume, TV)
e Anteil des Knochenvolumensam Gesamtkallusvolumen [%] (BV/TV)
e Trabekeldicke [mm] (Trabecular thickness, ThTh)
e Trabekelabstand [mm] (Trabecular separation, TbSp)

e Trabekelanzahl [1/mm] (Trabecular number, ToN)

4.2.3 Biomechanik

Nach abgeschlossener Praparation der Femora wurden die Implantate vollstandig entfernt. Mittels 3-
Punkt-Biegetestung wurde die Biegesteifigkeit des Kallus [N/mm] zerstérungsfrei bestimmt (Mini-
Zwick Z 2.5—Zwick GmbH, Ulm, Deutschland). Als interne Kontrolle diente das gesunde Femur. Somit
wurde die Biegesteifigkeit des frakturierten Knochens sowohl absolut als auch relativ in Prozent im
Verhéltnis zum gesunden Knochen angegeben. Zur Einhaltung der Standardisierung der
Versuchsergebnisse wurden die Femora mit der ventralen Seite nach unten in die Prufvorrichtung
positioniert bei einem Stempelabstand von 6 mm. Die Messung erfolgte mit einer Geschwindigkeit von
1 mm/min. Im linearen Anteil des Kraft-Weg-Diagramms wurde die Biegesteifigkeit ermittelt (Abb.
20).
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Abbildung 20: Kraft-Weg-Diagramm: kontralaterales, gesundes Femur
(schwarz), Cilostazol 5 Wochen postoperativ (rot) und 2 Wochen
postoperativ (blau)

4.2.4 Histologie

Zur Analyse der Gewebezusammensetzung und quantitativen Messung der Kallusfliche wurden die
Knochen nach der biomechanischen Testung 12 bis 24 Stunden in Zink-Ldsung (ICH Zinc Fixative -
BD Biosciences Pharmingen™, San Jose, CA, USA) fixiert. AnschlieBend wurden die Knochen 14 Tage
in 13%iger EDTA-L6sung bei 4 °C entkalkt. Daraufhin wurden die entkalkten Knochen in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils 1 Stunde mit 70 %, 80 %, 90 %, sowie viermal 1 Stunde mit 100
% Alkohol) entwassert. Danach wurden die Proben dreimal fiir jeweils 1 Stunde mit Xylol behandelt,
um das Gewebe paraffingdngig zu machen. AbschlieRend wurden die Proben (iber den Zeitraum von 1
Stunde in heilRem Paraffin eingebettet. Fir die histologische Analyse wurden 5 pm dicke Schnitte im
Bereich des groBRten Kallusdurchmessers in longitudinaler sagittaler Schnittfihrung angefertigt.
AnschlieBend wurden die Préparate nach der Safranin O Methode nach folgendem Schema gefarbt:
Zundéchst wird das Préparat 10 Minuten mit Weigerts Eisenhd@matoxylin zur Farbung der Kerne geférbt,
danach 15 Minuten mit Leitungswasser gespult. Zum Anférben des Gewebes wird es nun 3 Minuten mit
Lichtgriin-Golder I11 gefarbt und mit 1 %iger Essigsaure abgespult. Zur Farbung des Knorpels wird das
Praparat nun 6 Minuten mit wassriger 1 %iger Safranin O Farbung gegengefarbt und im Anschluss
nochmals mit 1 %iger Essigsédure gespilt zur Differenzierung. Abschliefend wird es in 96 %igem
vergélltem Ethanol und Isopropanol entwassert, in Xylol geschwenkt und in xylolhaltiges Eindeckmittel

eingebettet. Bei der Safranin O Féarbung stellen sich die verschiedenen Gewebe folgendermafen dar:
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Gewebeart Farbe

Knorpel rot

Knochen grin

Kerne schwarz
Bindegewebe farblos / blass rosa

Tabelle 4: Farbeverhalten bei Safranin O Farbung

Abbildung 21: Longitudinaler sagittaler Schnitt durch das Femur (Safranin O Farbung): Knorpel (A),
Bindegewebe (B), Knochen (C), Artefakte (D)

Bei 1,25 — facher Vergroerung (Olympus BX60 Microscope — Olympus, Tokio, Japan) erfolgte die
Digitalisierung (Zeiss Axio Vision 3.1 und Zeiss Axio Cam — Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) der
histologischen Schnitte. Die Analyse der aufgenommenen Bilder erfolgte durch ein
Bildbearbeitungsprogramm (ImageJ Analysis System, U.S. National Institute of Health, Bethesda, MD,

USA). Folgende Parameter waren Teil der Auswertung:

e Femurdurchmesserin Hohe des Frakturspaltes [mm]

e Kallusdurchmesserin Héhe des Frakturspaltes [mm]
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e periostale Kallusflache [mm?]
e Flache des kndchernen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?Z]
e Flache des knorpeligen Anteilsinnerhalb des periostalen Kallus [mm?Z]

e Flache des bindegewebigen Anteils innerhalb des periostalen Kallus [mm?Z]

Folgende Zielwerte wurden in Anlehnung an Gerstenfeld et al [37] berechnet:

Knochenflache innerhalb der Kallusregion (TOTAT)
Gesamt—Kallus flache (CAr)

[%]

Knorpelfliche innerhalb der Kallusregion (CgAr) 0
. [%]

Gesamt—Kallusflache (CAr)

o Bindegewebs flache innerhalb der Kallusregion (FTAr) [0/]
0

Gesamt —Kallus flache (CAr)

Kallusdurchmesser (CDm)

Femurdurchmesser (BDm)

4.2.5 Western Blot

Nach zweiwdchiger Frakturheilung wurde die Expression verschiedener Proteine im Kallusgewebe
mittels Western Blot Analyse bestimmt. Nach flinfwochiger Frakturheilung wurde auf eine
Proteinexpressionsanalyse verzichtet, da nur noch wenig Kallusgewebe vorhanden ist. Folgende Marker
wurden in dieser Studie hinsichtlich ihrer Expression bestimmt: PCNA, RANKL, OPG Monomer, OPG
Dimer, BMP-2, BMP-4, VEGF, CD 31, CYR 61 (Tab. 5). Zur Western Blot Analyse wurde den Tieren
nach ihrer Tétung nur das frakturierte Femur explantiert. Um das Kallusgewebe zu gewinnen, wurde es
vorsichtig nach Resektion des Weichteilgewebes vom brigen Knochen abgetragen und sofort in
fltissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C bis zur Analyse konserviert. Das Kallusgewebe wurde
in Lysepuffer (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA , 0,5 % Triton-X 100, 0,02 % NaN3,
0,2 mM PMSF, und Protease Inhibitor Cocktail (1:100 v/v; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland))
homogenisiert, danach 30 Minuten auf Eis inkubiert und 30 Minuten bei 16000 x g zentrifugiert. Die
Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode nach Lowry. Die gesamte
Proteinprobe (10 mg Protein je Bahn) wurde diskontinuierlich auf Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgel getrennt und auf Polyvinylendifluorid-Membranen Ubertragen. Nach Blockade der
nichtspezifischen Bindungsseite wurden die Membranen fiir 4 Stunden mit den folgenden Antik&rpern
inkubiert: Rabbit Anti-Mouse BMP-2 und Rabbit Anti-Mouse BMP-4 (1:100, Santa Cruz, Heidelberg,
Deutschland), Goat Anti- Mouse CYR 61 (1:100, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland), Mouse Anti-
Mouse PCNA (1:500, Dako Cytomation, Hamburg, Germany), Mouse Anti-Mouse RANKL (Abcam,
Cambridge, Vereinigtes Konigreich), VEGF, CD 31. Zum Abschluss wurden sie fiir 90 Minuten mit

corresponding horseradish peroxidase conjugated secondary Antibodies (1:5000, GE Healthcare
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Amersham, Freiburg, Deutschland) inkubiert. Die Proteinexpression wurde mittels Luminol-enhanced
Chemiluminescence (ECL, GE Healthcare Amersham, Freiburg, Deutschland) sichtbar gemacht. Die
Signale wurden densitometrisch gemessen (Quantity one, Geldoc, BioRad, Miinchen, Deutschland) und
zur Korrektur ungleicher Beladung an das a-tubulin-Signal (1:20,000, anti-a-tubulin, Sigma-Aldrich,

Taufkirchen, Deutschland) angepasst.

Protein Funktion

CDh 31 Angiogenesemarker

VEGF Angiogenesemarker

RANKL Stimulation der Osteoklastogenese
OPG Inhibition der Osteoklastogenese
CYR 61 Knochenformationsmarker
BMP-2 Knochenformationsmarker
BMP-4 Knochenformationsmarker

Tabelle 3: Analysierte Proteine und deren Funktion

4.3 Statistik

Die statistischen Daten wurden im gesamten Text als Mittelwerte (MW) * Standardfehler (SEM)
angegeben. Der Gruppenvergleich wurde nach Uberpriifung der Varianzengleichheit (F-Test) und der
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) mittels Student’s t-Test durchgefiihrt. Falls keine
Normalverteilung vorlag, erfolgte der Gruppenvergleich mittels Mann-Whitney-U-Test. Die Statistik
wurde mit Hilfe von SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., San José, California, USA) erstellt.

Signifikante Unterschiede werden bei einem festgelegten p-Wert unter 0,05 angezeigt.
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5 Ergebnisse

5.1 Radiologie

Die radiologische Auswertung erfolgte mit dem Goldberg-Score. 2 Wochen postoperativ zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Der Frakturspalt war in beiden Gruppen
partiell kndchern uiberbaut (Cilostazol-Gruppe 0,9 + 0,1 versus Kontroll-Gruppe 0,8 + 0,1) (Abb. 22A).

Radiologisch verheilt zeigten sich die Femora der Kontroll-Gruppe 5 Wochen postoperativ (1,9 + 0,1).
Im Vergleich dazu war der Goldberg-Score in der Cilostazol-Gruppe signifikant vermindert (1,4 £ 0,2)
(Abb. 22B).

2 Wochen 5 Wochen

A B

25 2,5

2,0 4 2,0 1 * T

1,5 4 1541

1,0 A 1,0 4

Goldberg-Score
Goldberg-Score

05 051

0,0 -

T 0,0 - T
Cilostazol Kontrolle Cilostazol Kontrolle

Abbildung 22: Radiologische Auswertung des Goldberg-Score: 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

5.2 Computertomographie

Die Kallusregion wurde beziglich des Kallusvolumens, des Knochenvolumens und verschiedener

Trabekelparameter 2 und 5 Wochen postoperativ analysiert.

Nach 2 Wochen konnte ein signifikant geringerer absoluter Knochenanteil innerhalb des Kallusgewebes
nach Cilostazol-Gabe nachgewiesen werden (2,56 £ 1,10 mm?3vs 4,09 + 1,67 mms3) (Abb. 23A). Der
relative Knochenanteil unterschied sich allerdings nicht zwischen den beiden Gruppen (9,04 + 5,86 %
unter Cilostazol-Gabe vs. 14,29 = 9,4 % in der Kontrollgruppe) (Abb. 24A). Die Trabekelanzahl war

nach 2 Wochen in der Cilostazol-Gruppe mit 1,94 + 1,09 pro mm erniedrigt (Kontroll-Gruppe 2,83 +
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1,05 pro mm) (Abb. 25A), wéhrend der Trabekelabstand mit 0,49 + 0,19 mm erhoéht war (Kontroll-
Gruppe 0,39 £ 0,12 mm), jedoch unterschieden sich beide Gruppen nicht signifikant (Abb. 26A). Die
Trabekeldicke war in beiden Gruppen vergleichbar (Cilostazol-Gruppe 0,06 £ 0,05 mm vs. Kontroll-
Gruppe 0,05+ 0,05 mm) (Abb. 27A).

Sowohl das absolute Knochenvolumen als auch der relative Knochenanteil am Gesamtkallus
unterschieden sich 5 Wochen postoperativ nicht (Abb. 23B, 24B). Es zeigte sich in der Cilostazol-
Gruppe allerdings eine signifikant geringere Trabekelanzahl (3,51 + 0,82 pro mm vs. 4,51 + 1,03 pro
mm) (Abb. 25B). Trabekelabstand sowie Trabekeldicke waren in beiden Gruppen nach 5 Wochen
vergleichbar (Cilostazol-Gruppe 0,26 + 0,07 mm und 0,09 = 0,02 mm vs. Kontroll-Gruppe 0,21 + 0,06
mm und0,09 £ 0,02 mm) (Abb. 26B, 27B).

2 Wochen 5 Wochen
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Abbildung 23: Absolutes Knochenvolumen imKallus. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ
(B). MW £ SEM. * p< 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 24: Relativer Knochenanteil am Gesamtkallus. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM.
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Abbildung 25: Trabekelanzahl. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). MW + SEM. * p <
0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 26: Trabekelabstand. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). MW + SEM.
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Abbildung 27: Trabekeldicke. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). MW + SEM.
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5.3 Biomechanik

Die Biegesteifigkeit der Femora wurde mit einer 3-Punkt-Biegung ermittelt. Dabei wurden die
Ergebnisse sowohl als Absolutwerte [N/mm] als auch relativ zum gesunden kontralateralen Knochen in

Prozent [%] dargestellt, um interindividuelle Unterschiede der VVersuchstiere zu beriicksichtigen.

In der Friihphase der Frakturheilung, 2 Wochen postoperativ, konnte eine signifikant niedrigere absolute
(3,6 £ 0,5 N/mm vs. Kontroll-Gruppe 8,9+ 1,7 N/mm) und relative Biegesteifigkeit (9,8 £ 2,3 % vs.
Kontroll-Gruppe 3,2 + 0,4 %) unter Therapie mit Cilostazol nachgewiesen werden (Abb. 28A, 29A).

Nach 5 Wochen Frakturheilung zeigte sich eine niedrigere Biegesteifigkeit nach Gabe von Cilostazol
im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, allerdings ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz (p > 0,05).
Die Cilostazol-Gruppe erreichte eine absolute Biegesteifigkeit von 77,4 + 15,0 N/mm und eine relative
Biegesteifigkeit von 67,0 + 11,7 %. Im Vergleich dazu ergaben sich fiir die Kontroll-Gruppe eine
absolute Biegesteifigkeit von 87,8 + 9,9 N/mm und eine relative Biegesteifigkeit von 76,4 £ 8,7 % (Abb.
28B, 29B).

Die absolute Biegesteifigkeit der nicht frakturierten Femora unterschied sich in der Cilostazol-Gruppe
mit117,7 £ 12,1 N/mm im Vergleich zur Kontroll-Gruppe mit 92,4 £ 11,6 N/mm nach 2 Wochen nicht
(Abb. 30A). Ebenso konnte kein Unterschied in der Biegesteifigkeit der beiden Gruppen nach 5Wochen
festgestellt werden (Cilostazol 116,1 + 9,0 N/mm vs Kontrolle 118,2 £ 5,7 N/mm) (Abb. 30B).
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Abbildung 28: Absolute Biegesteifigkeit der frakturierten Femora. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 29: Relative Biegesteifigkeit der frakturierten Femora. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 30: Absolute Biegesteifigkeit der unfrakturierten Femora. 2 Wochenpostoperativ (A) und 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM.

5.4 Histologie

Fur die histomorphometrische Analyse des Kallus wurden die Knochen im Bereich des maximalen
Kallusdurchmessers untersucht. Die Gesamtkallusfliche war nach Gabe von Cilostazol geringfligig
groRer, jedoch unterschied sie sich sowohl nach 2 Wochen (9,2 + 1,1 mmz2 vs. Kontroll-Gruppe 8,8 +
0,6 mm?) als auch nach 5 Wochen (3,9 £ 0,5 mmz2vs. Kontroll-Gruppe 3,3 % 0,4 mm?2) nicht signifikant
(Abb. 31A, 31B).
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Abbildung 31: Absolute Gesamtkallusflache. 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ (B). MW
+ SEM.

Die Gewebeanalyse hinsichtlich des Knochen-, Knorpel- und Bindegewebsanteils unterschied sich in
der friihen Phase 2 Wochen postoperativ nicht. Der Knochenanteil war in der Cilostazol-Gruppe 29,4 £
1,4 %. Die Kontroll-Gruppe wies einen Knochenanteil von 34,0 £ 2,4 % auf (Abb. 32A). Ebenso gab es
keinen Unterschied im Knorpelanteil (Cilostazol-Gruppe 54,8 £ 1,5 % vs. Kontroll-Gruppe 53,5 + 2,5
%) (Abb. 33A) sowie im bindegewebigen Anteil (Cilostazol-Gruppe 15,8 + 1,7 % vs. Kontroll-Gruppe
12,4 + 1,1 %) (Abb. 34A).

Nach 5-wochiger Frakturheilung konnten signifikante Unterschiede im Knochen- sowie
Bindegewebsanteil der Gesamtkallusflache nachgewiesen werden. Wahrend unter Cilostazoltherapie
der Knochenanteil signifikant geringer war (Cilostazol-Gruppe 73,7 £ 3,3 % vs. Kontroll-Gruppe 86,9
+ 1,3 %) (Abb. 32B), zeigte sich der Bindegewebsanteil signifikant erhoht (Cilostazol-Gruppe 21,7 +
2,9 % vs. Kontroll-Gruppe 11,7 + 1,4 %) (Abb. 33B). Der Knorpelanteil unterschied sich in beiden
Gruppen nicht (Cilostazol-Gruppe 4,7 £ 0,9 % vs. Kontroll-Gruppe 1,5 £ 0,2 %) (Abb. 34B).

2 Wochen 5 Wochen

100 100

80 | 80 1

60 60 -

TotAr/CAr [%]
TotAr/CAr [%]

40 A 40 A

20 20 1

T T
Cilostazol Kontrolle Cilostazol Kontrolle

Abbildung 32: Knochenanteil im periostalen Kallus 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ
(B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 33: Knorpelanteil im periostalen Kallus 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen postoperativ
(B). MW = SEM.
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Abbildung 34: Bindegewebsanteil im periostalen Kallus 2 Wochen postoperativ (A) und 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

5.5 Western Blot

Die proteinbiochemische Analyse erfolgte 2 Wochen postoperativ.

Die Expression des angiogenen Markers CD31 (PECAM-1) war nach Gabe von Cilostazol signifikant
erhoht (2,44*106 + 2,38*105 Targetintensitatspixel (TIP) * Korrekturfaktor (KF) vs 1,70*106 + 7,57*10*
TIP*KF) (Abb. 35).
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Abbildung 35: Expression von CD 31. MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Die Expression von VEGF war in der Cilostazolgruppe ebenfalls erhéht (3,67*%104+ 7,35*103 TIP*KF)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (2,60*10% + 5,68*103 TIP*KF), jedoch nicht signifikant. (Abb. 36).
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Abbildung 36: Exbréssion von VEGF. MW + SEM.

Die Expression von RANKL war im Sinne einer erhdhten Osteoklastogenese in der Cilostazol-Gruppe
signifikant erhéht (2,37*106 +5,26*10* TIP*KF) im Vergleich zur Kontrollgruppe (5,21*104 £ 8,84*103
TIP*KF) (Abb. 37).
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Abbildung 37: Expression von RANKL. MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Die Expression von OPG unterschied sich nicht signifikant (Cilostazol 1,14*104 + 2,83*103 TIP*KF vs

Kontrolle 6,34*103% + 7,29*102 TIP*KF) (Abb. 38).
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Abbildung 38: Expression von OPG. MW + SEM.
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Die Knochenformationsmarker CYR-61 (Cilostazol 3,61*10% + 3,35*103 TIP*KF vs Kontrolle 2,73*104
+4,92*103 TIP*KF), BMP-2 (Cilostazol 2,42*10% + 1,12*105 TIP*KF vs Kontrolle 2,83*10% + 3,78*103

TIP*KF) und BMP-4 (Cilostazol 4,63*10* + 1,74*10* TIP*KF vs Kontrolle 2,12*10* + 4,41*103

TIP*KF) waren zwar erhoht, aber es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen (p > 0,05) (Abb. 39, 40, 41).
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Abbildung 39: Expression von CYR-61. MW + SEM.
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Abbildung 40: Expression von BMP-2. MW + SEM.
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Abbildung 41: Expression von BMP-4. MW + SEM.
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6 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von Cilostazol auf die Frakturheilung unter Ischdmiebedingungen
zu untersuchen. Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass Cilostazol den Remodelingprozess verzogert
unddie Frakturheilung beeintréchtigt.

6.1 Diskussion der Methoden

Die Frakturheilung ist ein komplexer biologischer Prozess, deren Pathophysiologie immer noch
Gegenstand intensiver Forschungen ist. Ein Grofiteil der Erkenntnisse Uber die Interaktion des
Weichteilgewebes, des Gefallsystems, des Periosts sowie des Immunsystems stammen aus
Tierversuchen. Somit ist ein standardisiertes Frakturmodell fiir die Untersuchung der
Knochenbruchheilung unverzichtbar [28]. Da das Genom der Maus vollstandig erforscht ist und
verschiedene transgene Stamme und spezifische Antikorper fur molekulargenetische Untersuchungen
zur Verfugung stehen, bietet das Mausmodell optimale Voraussetzungen [85]. Ein weiterer Vorteil liegt
in den geringeren Kosten fiir Anschaffung, Zucht und Haltung im Vergleich zu Groftiermodellen, was
eine Untersuchung gréBRerer Gruppen kostengiinstig moglich macht. Allerdings unterscheidet sich die
Anatomie im Vergleich zum Menschen. Menschen besitzen ein Havers-System, die Maus
Resorptionshohlen, die wahrend der Frakturheilung mit Osteoblasten aufgefullt werden [74]. Somit ist
die Ubertragung der Ergebnisse im Mausmodell auf den menschlichen Organismus nicht
uneingeschrankt mdaglich. Die Knochenstruktur, Anatomie und der zeitliche Ablauf der
Knochenbruchheilung von Grofitiermodellen ist dem des Menschen sehr &hnlich. Allerdings existieren
keine genetisch definierten Stamme oder spezifische Antikorper fir molekulargenetische Analysen wie
in der Maus [30, 59].

Es gibt bereits vielfaltige Frakturmodelle fiir die Maus, die sich in der Frakturlokalisation, der
Frakturierung und der Frakturfixation unterscheiden [47]. Es existieren aus frilheren Zeiten auch
Frakturmodelle ohne Stabilisierung, die allerdings zeitnah verlassen wurden, da keinerlei mechanische
Stabilitat gegeben war und somit der Frakturheilungsprozess und die Kallushildung nicht standardisiert

untersucht werden konnte [20].

Die am Dbesten geeigneten Knochen zur Frakturheilungsforschung sind die murinen grof3en
Réhrenknochen wie das Femurund die Tibia [44, 67]. Das bisher meist verwendete Frakturmodell der
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Tibia der Maus ist das von Hiltunen et al [44]. Der groRte Nachteil dieses Modells besteht im
unregelméBigen, dreieckigen Querschnitt der Tibia, der kaum standardisierte biomechanische
Testungen zuldsst [18]. Dagegen sind am Femur durch den runden Querschnitt biomechanische
Analysen standardisierter durchfihrbar. Darlber hinaus ist eine kombinierte Fraktur der Tibia und
Fibula bei geschlossener Frakturierung mdoglich. Hierdurch werden die Frakturheilung und die
Kallusbildung beeintrachtigt, was wiederum zu Anderungen der biomechanischen Stabilitét fithren
kann. Die Infektionsgefahr ist am Unterschenkel durch die geringere Weichteildeckung von Tibia und

Fibulaim Vergleich zum Femur erhoht.

Das in dieser Studie angewandte geschlossene Femurfrakturmodell wurde 2009 von Holstein et al
publiziert und bereits in verschiedenen Studien verwendet [45, 46, 51, 52, 53, 54, 77]. Das Modell
ermoglicht durch das Zugschrauben-Prinzip eine zusétzliche Frakturspaltkompression wodurch neben

der Rotationsstabilitat auch eine axiale Stabilitat gewahrleistet werden kann [55].

Die Ergebnisse der friiher mehrfach verwendeten Pin-Osteosynthesen sind durch die fehlende
Rotationsstabilitat weniger standardisiert aufgrund der Instabilitdt im Bereich des Frakturspaltes [49].
Die Frakturierung wurde bei den Pin-Modellen bei einliegendem Implantat durchgefihrt, wodurch es
zusatzlich durch die Deformierung zu Beeintrachtigungen in der Frakturheilung kommen kann. In dieser
Studie erfolgt die Implantation der Schraube erst nach der Frakturierung tiber einen zuvor eingebrachten
Fuhrungsdraht. Durch die Anwendung einer stumpfen Guillotine mit definiertem Gewicht kann eine

standardisierte transverse geschlossene Femurfraktur mit geringem Weichteilschaden erzielt werden.

Eine invasivere Methode stellt die offene Frakturierung dar, bei der Gber einen lateralen Zugang der
Knochen offen osteotomiert wird. Der dadurch verursachte Weichteilschaden ist bedeutend héher als
bei geschlossener Fraktur und kann somit auch den Knochenheilungsprozess beeinflussen [18]. Offene
Frakturmodelle wie die Plattenosteosynthese [48] oder der Fixateur externe [18] haben im Vergleich zu
geschlossenen Frakturmodellen eine erh6hte Rotationsstabilitat [49]. Nachteile des Fixateur externe sind
das Implantatgewichtund die externe Implantatlage, wodurch der physiologische Bewegungsablauf der
Maus gestort wird. Die Infektionsgefahr an den Eintrittsstellen der Fixateur-Pins ist durch die externe
Lage erhoht [21]. Die Osteotomie nach Plattenosteosynthese heilt intramembranés [50] und ermdglicht

die Untersuchung des intramembrandsen Heilungsprozesses.

Die Frakturheilung lauft in 2 Phasen ab, einer Friih- und einer Spétphase. Insgesamt ist der
Knochenheilungsprozess bei der Maus im Vergleich zum Menschen beschleunigt, sodass das Maximum
der Kallusbildung 2 Wochen nach der Frakturierung erreicht ist [67]. Aus diesem Grund wurde dieser
Zeitpunkt fiir weitere Untersuchungen zur Beurteilung der Friihphase der Frakturheilung ausgewahlt. In
Studien konnte nachgewiesen werden, dass 4 Wochen postoperativ der Frakturspalt kndchern tiberbaut

war und nach 7 Wochen der Remodeling-Prozess bereits initiiert war. Daher wurde zur Analyse der
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Spétphase der Frakturheilung der Zeitpunkt 5 Wochen nach der Operation gewahlt. Diese beiden

Zeitpunkte wurden in vielzéhligen vorangegangenen Studien ebenso verwendet [13, 46, 52, 54, 77].

Zur Induktion einer Ischdmie der unteren Extremitat der Maus existieren verschiedene Modelle. Diese
unterscheiden sich insbesondere in der Ligaturlokalisation und der Anzahl der Ligaturen [6, 79, 98, 112].
Eine schwere Ischdmie wurde meist durch Resektion eines Abschnitts der Arteria femoralis nach
proximaler und distaler Ligatur induziert [79, 98]. Dadurch wurde die Entstehung kritischer Ischdmien
mit Nekrosen und Gangrénen gefordert. Durch Ligatur einzelner Arterien ohne Resektion wie die
Arteria femoralis, die Arteria femoralis superficialis, Arteria profunda femoris oder die Arteria iliaca
[40, 112] wird eine milde Ischdmie induziert, sodass zwar eine Minderversorgung der entsprechenden
unteren Extremitét, aber keine Ulcera oder Gangréne entstehen. In einigen Studien konnte eine
ausgepragte Kollateralbildung im Bereich des Oberschenkels der Maus nachgewiesen werden [6].
Hierbei zeigte sich die Ausbildung von Kollateralen nach Ligatur der Arteria profunda femoris am
geringsten im Vergleich zu den anderen oberschenkelversorgenden Arterien. Das Versorgungsgebiet
der Arteria profunda femoris umfasst den Femurschaft sowie die mediale Oberschenkelmuskulatur. Ziel
dieser Studie war es, die Frakturheilung unter milden Ischdmiebedingungen zu untersuchen, daher

wurde zur Ischdmie-Induktion eine doppelte Ligatur der Arteria profunda femoris durchgefiihrt.

Cilostazol wurde in einer Dosis von 5 mg/kg Kérpergewicht verabreicht. Diese ist lediglich etwas hoher
als die Standarddosis von 1,5 mg/kg Korpergewicht bis 3 mg/kg Kérpergewicht, die im klinischen Alltag
angewandt wird. In den vorhergehenden Studien wurden Cilostazol-Dosen von 30 mg/kg

Korpergewicht bis 50 mg/kg Korpergewicht pro Tag verwendet [2, 41].

Der operative Eingriff konnte in einer Schnitt-Naht-Zeit von 25 Minuten durchgefiihrt werden.
Postoperativ kehrten die Mause innerhalb von 2-3 Tagen zu einem physiologischen Bewegungsmuster
zurlick, sodass die rechte untere Extremitat voll belastet wurde. Infektionen, Verhaltensauffalligkeiten
Nekrosen oder Wundheilungsstérungen konnten wéahrend des postoperativen Verlaufs nicht beobachtet
werden. Zur Analyse der Frakturheilung wurden radiologische, biomechanische, histomorphometrische
und proteinbiochemische Untersuchungen zu bereits vorher definierten Zeitpunkten 2 und 5 Wochen
postoperativ durchgefuhrt. Die zerstérungsfreie 3-Punkt-Biegung wurde als etabliertes Testverfahren
auch in dieser Studie zur biomechanischen Analyse angewandt [49]. In diesem Verfahren wird die
Biegesteifigkeit mittels Kraft-Weg-Diagramm ermittelt. Ein entscheidender Vorteil dieses
Messverfahrens ist, dass die Knochen zur weiteren histomorphometrischen Untersuchung
weiterverwendet werden kdnnen, sodass die Gesamtzahl an benétigten Studientieren reduziert werden
kann. Eine biomechanisch ginstigere Messung ist die 4-Punkt-Biegung, bei der die Kraft auf eine
grolere Flache verteilt wird [15]. Aufgrund der geringen Femurldange von 17 mm wurde dieses
Verfahren nicht angewandt. Dariiber hinaus kann Uber das Verfahren der Rotationstestung die
biomechanische Untersuchung erfolgen. Der grofite Vorteil ist die anndhernde Nachahmung des

Rotationsmechanismus wie bei der Frakturentstehung. Der entscheidende Nachteil ist allerdings, dass
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dieses Verfahren nicht zerstérungsfrei durchgefihrt werden kann und somit die doppelte Anzahl an

Tieren fur die Studie verwendet werden muisste.

Zur histomorphometrischen quantitativen Untersuchung der Frakturheilung wurde die von Gerstenfeld
et al [37] publizierte Methode angewandt. Die Bestimmung der einzelnen Parameter erfolgte an
longitudinalen, sagittalen Schnitten im Bereich der maximalen Kallusausgrofe zur reprasentativen
Auswertung von Kallusflaiche und den relativen Gewebeanteilen von Knochen, Knorpel und
Bindegewebe innerhalb der Kallusflache.

Bei der computertomographischen Analyse konnte durch ein Schwellenwertverfahren, das auf die
manuell eingetragenen ROl angewandt wurde, eine dreidimensionale Untersuchung des Kallus
durchgefiihrt werden. Die Knochen wurden mit einer Schichtdicke von 7,5 um gescannt, was eine sehr
detaillierte Analyse der Parameter Kallusvolumen, Knochenanteil am Kallusvolumen, Trabekeldicke,
Trabekelanzahl und Trabekelabstand erméglichte [31].

Die proteinbiochemische Untersuchung des Kallus erfolgte nur 2 Wochen postoperativ. Auf die Analyse
nach 5 Wochen wurde verzichtet, da aufgrund des bereits intiierten Remodeling-Prozesses nicht

geniigend Kallusgewebe asserviert werden konnte [57].

6.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie konnte erstmalig gezeigt werden, dass der selektive PDE-3-Hemmer Cilostazol die
Frakturheilung unter Ischdmiebedingungen beeintrachtigt. 2 Wochen postoperativ war die
Biegesteifigkeit in der biomechanischen Testung unter Cilostazol-Behandlung signifikant geringer als
in der Kontroll-Gruppe. Zudem konnte in der CT-Analyse ein vermindertes Knochenvolumen und eine
verminderte Trabekelanzahl nachgewiesen werden. In der Spatphase der Frakturheilung 5 Wochen
postoperativ war der Knochenanteil in den histomorphometrischen Untersuchungen vermindert sowie
der Bindegewebsanteil erhdht. Die proteinbiochemische Untersuchung konnte zum einen eine erhéhte

Expression von RANKL, zum anderen eine erh6hte Expression von CD31 nachweisen.

Der Einfluss von Cilostazol auf die normale Frakturheilung ist bisher in zwei Studien analysiert worden
[2, 41].
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Herath et al [41] untersuchten den Einfluss von Cilostazol auf die Frakturheilung unter normalen
Bedingungen ohne Erzeugung einer Ischdmie mit einer Dosis von 30mg/kg KG Cilostazol bei 48
Mausen. Interessanterweise war in dieser Studie die Frakturheilung signifikant verbessert. Es zeigte sich
eine erhohte Biegesteifigkeit 5 Wochen postoperativ. Der Knochenanteil war erhéht und der
Knorpelanteil erniedrigt im Sinne eines beschleunigten Remodelings. Vergleichbar mit unserer Studie
war die Expression von RANKL erhéht. Des Weiteren beeinflusste die Behandlung mit Cilostazol die
Expression von CYR61 und BMP-4. Sowohl CYR61 als auch BMP-4 férdern die Osteoblastogenese
und kénnten somit fur die verbesserte Frakturheilung in dieser Studie verantwortlich sein. Somit kann
postuliert werden, dass die Ischdmie in unserer Studie durch Beeinflussung der Expression der

osteogenen Marker die Knochenneubildung negativ beeinflusst.

In einer weiteren Studie von Alic et al [2] wurde ebenfalls der Effekt von Cilostazol auf die normale
Frakturheilung ohne Ischdmie mit einer Dosis von 50mg/kg KG bei insgesamt 60 Ratten untersucht.
Beobachtungszeitpunkte waren hier 1, 2 und 3 Wochen postoperativ. Zu diesen definierten Zeitpunkten
wurden histomorphometrische und radiologische Analysen durchgefiihrt. Proteinbiochemische und
biomechanische Untersuchungen wurden in dieser Studie nicht beriicksichtigt. Eine Woche postoperativ
war nach Cilostazol-Gabe die Gesamtkallusflache erhoht. In unserer Studie hingegen konnte kein
Unterschied in der Gesamtkallusflache nachgewiesen werden. Nach zwei Wochen war die Kallusflache
in beiden Gruppen vergleichbar. Da in der Frihphase der Frakturheilung eine Woche postoperativ die
Kallusbildung nach Cilostazol-Gabe erhéht war, kann eine vermehrte Knochenneubildung und somit
eine erh6hte Osteoblastogenese hierfiir verantwortlich sein. Insgesamt hatte Cilostazol jedoch in dieser
Studie, insbesondere zwei und drei Wochen postoperativ, keinen signifikanten Einfluss auf die normale

Frakturheilung.

In unserer Studie konnte nachgewiesen werden, dass Cilostazol die Frakturheilung unter

Ischdmiebedingungen negativ beeinflusst.

In der CT-Analyse zeigte sich eine signifikant verminderte Trabekelanzahl und ein signifikant
vermindertes Knochenvolumen nach Cilostazol-Gabe. Histologisch wurde ebenfalls ein vermindertes
Knochenvolumen nachgewiesen. Der Bindegewebsanteil war erhht. Beide Ergebnisse sprechen fir ein
verzogertes Remodeling. Die Biegesteifigkeit war in der Frihphase signifikant vermindert. Im
Gegensatz dazu konnte in den Untersuchungen von Herath et al [41] eine hohere Biegesteifigkeit
ermittelt werden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Ischdmie einen entscheidenden Einfluss auf
den Remodelingprozess hat. Beide Studien kénnen jedoch nicht uneingeschrankt verglichen werden, da

die Dosierung in der Studie von Herath et al [41] deutlich héher war.

RANKL ist ein wichtiger Bestandteil der Knochenresorption und Osteoklastenaktivitat durch Bindung
von RANK an die Osteoklasten. OPG interagiert mit RANKL, indem es die Osteoklastogenese hemmt
[63, 95]. Die beiden Faktoren haben also eine antagonistische Wirkung. Wahrend der Frakturheilung
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wird die Knorpelresorption durch einen Anstieg der RANKL- und OPG-Expression gesteuert.
Gerstenfeld et al [36] konnten zeigen, dass die Hemmung von RANKL die biomechanischen
Eigenschaften des Knochens verbessert. In unserer Studie zeigte sich eine erhéhte Expression von
RANKL. Die OPG-Expression wurde durch die Gabe von Cilostazol nicht beeinflusst. Vergleichbar zu
unseren Ergebnissen war die RANKL-Expression in der Studie von Herath et al [41] ebenfalls erhoht.
Die biomechanischen Eigenschaften waren aber wie in der Studie von Gerstenfeld et al [36] verbessert.
Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten dadurch erklart werden, dass die Ischdmie die
Knochenneubildung inhibiert, da die Expression der hier bestimmten osteogenen Marker durch die Gabe
von Cilostazol unter Ischdamie nicht beeinflusst wurde. In der Studie von Herath et al [41] waren die

osteogenen Marker signifikant erhoht.

Neben dem RANKL/OPG-System sind Knochenformationsmarker wie BMP-2 und BMP-4 wichtige
Stimulatoren der Frakturheilung. Nach Bildung des weichen Kallus wird dieser durch die Absorption
von Knorpel und die Bildung neuen Knochens allméhlich zu Knochen geformt [68]. In dieser Phase
werden Knochenbildungsmarker bis zu 2-3 Wochen nach Frakturierung exprimiert. Wakabayashi et al
[104] wiesen in ihrer Studie eine BMP-4 induzierte erhdhte Aktivitat von alkalischer Phosphatase in
osteoblastischen Zellen durch Inhibierung von PDE-2, PDE-3 und PDE-4 nach. In unserer Studie war
die Expression von BMP-2 und BMP-4 nicht signifikant erh6ht. Entsprechend dazu konnten wir einen

geringeren Knochenanteil unter ischdmischen Bedingungen nachweisen.

Verschiedene Studien konnten zudem nachweisen, dass die Behandlung mit Cilostazol den
intrazellularen cAMP-Spiegel erhdht [104]. Cilostazol hemmt die Wiederaufnahme von Adenosin in
den Erythrozyten, wodurch der Adenosinabbau vermindert wird. Daraus resultiert ein erhohter
Adenosin-Spiegel, der am Adenosin-A2-Rezeptor die Bildung von cAMP erhdhen kann [66, 105].
Ahlstrom et al [1] konnten bereits nachweisen, dass ein erhohter intrazelluldrer cAMP-Spiegel mit einer
erhohten knochenbildenden Aktivitét verbunden ist. Zudem erh6ht die selektive Hemmung von PDE-2,
PDE-3 und PDE-4 die BMP-4-induzierte ALP-Aktivitdt in Osteoblasten [104]. Es ist wiederum
anzunehmen, dass die ischdmischen Bedingungen einen signifikanten Einfluss auf die Osteoblasten

haben.

CYR-61 ist verantwortlich fur die Differenzierung und Proliferation von Osteoblasten [94]. In einer
friheren Studie konnte gezeigt werden, dass sich die Behandlung mit CYR-61 positiv auf die
Kallusregeneration auswirkt und zu einer erhéhten Rotationsstabilitat fuhrt [32]. Histing et al [52]
postulierten, dass Sildenafil, ein selektiver PDE-5-Hemmer, die Frakturheilung tiber eine Erhéhung der
Expression von CYR-61 verbessert. Des Weiteren beeinflusst CYR-61 die Chondrozytenproliferation.
Eine Studie von Lienau et al [65] wies eine verminderte Expression von CYR-61 im Kallusgewebe nach,
die mit einer langeren Knorpelpersistenz im Frakturkallus einherging. Daraus folgerten die Autoren,
dass eine verminderte Expression von CYR-61 die Chondrozytendifferenzierung negativ beeinflusst. In

unserer Studie war die Expression von CYR-61 in beiden Gruppen vergleichbar. Es konnte kein
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signifikanter Unterschied im Knorpelanteil in den histomorphometrischen Untersuchungen in beiden

Gruppen festgestellt werden.

Des Weiteren wurde der Einfluss von Cilostazol auf die Angiogenese untersucht. VEGF fordert sowohl
die Bildung neuer KollateralgefaRe unter Ischdmiebedingungen als auch die Osteoblastenproliferation
[57]. Biscetti et al [10] konnten eine verbesserte Angiogenese durch eine héhere Expression von VEGF
im murinen Ischamiemodell nach Gabe von 30mg/kg KG Cilostazol pro Tag feststellen. Dagegen
konnten Mendes et al [70] eine verringerte VEGF-Expression in einem Mausmodell fur
schwamminduzierte Peritonealadhdsion nach Gabe von Cilostazol zeigen. In der hier durchgefiihrten
Studie zeigte sich, dass die VEGF-Expression zwar erhght war, aber nicht signifikant (p > 0,05). Dies
deutet auf eine verbesserte Angiogenese nach Cilostazol-Gabe hin. Allerdings hatte die erhéhte VEGF-

Expression keinen signifikanten Einfluss auf die Frakturheilung unter Ischamiebedingungen.

CD31 ist ebenfalls ein Angiogenesemarker und hat eine Schlusselrolle in der Thrombozytenadhasion.
Es wird insbesondere in Endothelzellen exprimiert [110]. Sass et al [87] konnten nachweisen, dass
CD31+ Zellen die Knochenbildung in vivo verbessern und die Revaskularisation stimulieren. Xu et al
[110] beschreiben ebenfalls eine spezialisierte Untergruppe von CD31+ Zellen, die einen positiven
Effekt auf die Knochenneubildung haben. Méduse mit einer osteoblastenspezifischen Deletion von
Schnurri-3 (SHN-3), einem Zinkfingeradapterprotein, die eine deutlich erhéhte Knochenbildung
aufwiesen, zeigten einen Anstieg der spezifischen CD31+ Endothelzellen. In unserer Studie konnte eine
erhdhte CD31-Expression nach Cilostazol-Gabe nachgewiesen werden. Dies kann auf eine verbesserte
Durchblutung durch die Behandlung mit Cilostazol hindeuten. Die Frakturheilung wurde durch die

erhohte CD31-Expression allerdings nicht verbessert.
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