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1 Zusammenfassung/Abstract

1 Zusammenfassung / Abstract

Einfluss von Amlodipin auf die Frakturheilung im Mausmodell

In verschiedenen Studien wurde bereits gezeigt, dass Kalziumkanalblocker (CCBs),
die in der Therapie des arteriellen Bluthochdrucks weit verbreitet sind, einen Einfluss
auf den Knochenstoffwechsel haben. Es ist jedoch nicht bekannt, ob
Kalziumkanalblocker die Frakturheilung beeinflussen. Daher wurde in dieser Arbeit die
Wirkung des Kalziumkanalblockers Amlodipin auf die Knochenheilung in einem
etablierten Frakturmodell der Maus untersucht. Die Knochenheilung wurde nach 2 und
5 Wochen radiologisch, biomechanisch, histologisch sowie mittels Western Blot
untersucht. Jeweils 20 Mause wurden taglich mit einer niedrigen Dosis Amlodipin
(1mg/kg/KG), oder einer héheren Dosis (3 mg/kg/KG) Amlodipin behandelt. Die
Kontrollgruppe erhielt eine entsprechende Menge NaCl 0,9%, Uber eine Sonde oral
(p.o.). Histologisch war nach Gabe von Amlodipin sowohl in niedriger als auch in
hoherer Dosis ein signifikant héherer Anteil an Knochengewebe im Kallus im Vergleich
zur Kontrollgruppe nachweisbar. Der Anteil von Knorpel und Fasergewebe war
entsprechend verringert. Insgesamt weist dies auf eine Beschleunigung der
Frakturheilung hin. Die Western Blot Untersuchungen zeigten zum einen eine erhéhte
Expression von Bone Morphogenetic Protein (BMP) 2 und BMP 4 als auch Vascular
Endothel Growth Factor (VEGF). Des Weiteren war die Expression von
Osteoprotegerin (OPG) sowie die Expression des Rezeptoraktivators des NF- « B-
Liganden (RANKL) deutlich erhdht. Die verstarkte Stimulationvon RANKL weist auf
eine Stimulation der Osteoklasten hin. Die Ergebnisse zeigen, dass Amlodipin die
Frakturheilung beschleunigt, indem es die Knochenbildung, das Remodeling und die

Osteoklastenaktivitat beeinflusst.



1 Zusammenfassung/Abstract
The influence of Amlodipin on fracture healing in mice

Calcium channel blockers (CCBs), which are widely used in treatment of hypertension,
have been shown to effect bone metabolism. However, there is no knowledge, whether
CCBs, affect fracture healing. Therefore, we studied the effect of the CCB amlodipine
on bone healing in a stable closed fracture model in mice. Bone healing was analyzed
using radiology, biomechanics, histomorphometric and Western blot analysis at 2 and
5 weeks after fracture healing. Twenty mice each were treated daily with amlodipine
low dose (1 mg/kg body weight), amlodipine high dose (3 mg/kg body weight) or
vehicle (Ctrl) per os (p.0.) using a gavage. The histomorphometric analysis revealed
a significantly increased ratio of bone tissue within the callus of amlodipine low dose-
and amlodipine high dose-treated animals, when compared to controls. This was
associated with a significantly reduced ratio of cartilaginous and fibrous tissue within
the callus, indicating an acceleration of the process of callus remodelling and fracture
healing. The Western blot analysis revealed an increased expression of bone
morphogenetic protein (BMP)-2, BMP-4 and vascular endothelial growth factor
(VEGF). Moreover, we found an enhanced expression of osteoprotegerin (OPG) and
a more elevated expression of the receptor activator of NF- kB ligand (RANKL),
indicating osteoclast stimulation. These findings demonstrate that amlodipine
accelerates fracture healing by affecting bone formation, callus remodeling and

osteoclast activity.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Knochen

2.1.1 Morphologie

Knochen lassen sich bezlglich ihrer Morphologie entsprechend einteilen:

- Kurze Knochen. Hierzu zahlen zum Beispiel die Hand- und FuRwurzelknochen.

- lIrregulare Knochen, wie die Wirbelkérper. Diese kénnen verschieden aussehen
und lassen sich nicht weiter gliedern.

- Die platten Knochen, wie das Sternum, die Rippen, das Schulterblatt und
Knochen des Schéadeldachs sowie luftgefiillte Knochen (Nasennebenhdhlen,

Paukenhohlen).

Darlber hinaus gibt es noch die Gruppe der lange Knochen, zu denen auch die
Roéhrenknochen zahlen.

Fir die Studie wurde das Femur der Maus verwendet. Beim Menschen ist dieser der
starkste und langste Knochen im Kdérper und bildet die kndcherne Grundlage des
Oberschenkels. Das Femur lasst sich den Rohrenknochen zuordnen.

Das proximale Ende des Femurs endet mit dem Oberschenkelkopf, der einem etwa
135° geneigten Hals aufsitzt. Am distalen Ende des Femurs befinden sich der Condylus
medialis und lateralis.

In dem hier angewendeten Mausmodell wurde die Fraktur im Bereich der Diaphyse zur

Schaftmitte hin mittels Guillotine erzeugt [10].

2.1.2 Histologie

Die Hauptbestandteile des Knochens sind Knochengrundsubstanz, Knochenzellen,

Knochenhille und Knochenmark.

Die Knochengrundsubstanz lasst sich weiter untergliedern in organische Bestandteile.
Hierzu zahlen Kollagene, vor allem Kollagen Typ |, sowie Glycoproteine und
Proteoglycane. Die anorganischen Bestandteile sind Hydroxylapatit und Calciumsalze,
die sich zwischen den Kollagenfibrillen ablagern, sowie lonen, z.B. Magnesium oder
Fluorid [158].



2 Einleitung

Bei den zellularen Knochenbestandteilen lassen sich Osteoblasten, Ostezyten und
Osteoklasten unterscheiden.

Bei den, in der Knochenmatrix vorhandenen, Osteozyten handelt es sich um Zellen,
die einen Ubermafligen Knochenaufbau verhindern. Die Osteoblasten produzieren
Knochengrundsubstanz, die noch nicht in den Knochen ,eingemauert” ist. Darliber
hinaus steuern sie Uber viele Zwischenschritte die Mineralisation des Knochens, was
zum Heranwachsen von Knochenkristallen und Anlagerung an Kollagenfibrillen fihrt.
Eine weitere Aufgabe ist die Regulation des Knochenumbaus. Osteoklasten sind
Fresszellen, die den mineralisierten Knochen abbauen [135].

Die Knochenhiille lasst sich unterteilen in Periost, welches den aufleren Knochen
umgibt und das Stratum fibrosum und Stratum osteogenicum, sowie dem Endost,
welches alle innenliegenden Strukturen des Knochens liberzieht. Dabei ist das Stratum
fiborosum die &auRere bindegewebige Schicht, von der aus die sogenannten
Sharpeyfasern in den Knochen strahlen. Das Stratum fibrosum dient den Muskeln und
Bandern als Ansatzpunkt. Das Stratum osteogenicum ist eine mit GefalRen und Nerven
durchsetzte Schicht, die mit Knochenzellen gesdumt ist [29].

Beim histologischen Aufbau des Knochens muss man zwischen dem Lamellenknochen
und dem Geflechtknochen differenzieren. Der Geflechtknochen wird auch als primarer
Knochen bezeichnet.

Geflechtknochen entsteht, wenn sich innerhalb kurzer Zeit viel Knochensubstanz
bildet. Sie sind weniger organisiert und werden entsprechend dem Reifegrad als
primare Knochen bezeichnet. Aufgrund der weniger organisierten extrazellularen
Matrix, was vor allem die Ausrichtung der Kollagenfasern und GefalRe betrifft, ist der
Geflechtknochen auch weniger mineralisiert. Er entsteht im Rahmen der desmalen
Ossifikation wahrend der Embryonalphase oder sekundar im Rahmen einer
Frakturheilung. Hier wird der primar entstandene Geflechtknochen in Lamellenknochen
umgebaut.

Der Lamellenknochen ist deutlich organisierter als der Geflechtknochen. Im Zentrum
besteht er aus der Substantia spongiosa aus trabekularem Knochen und im
Randbereich aus der Substatia compacta aus kortikalem Knochen, welche deutlich
festere Strukturen aufweist. Lamellenknochen entsteht nach Umbau aus
Geflechtknochen. Dieser sekundare Knochen besteht aus sich regelmalig
wiederholenden Bauelementen. Grundbaustein ist hier das Osteon, welches auch als
Haverssystem bezeichnet wird, und in dessen Mitte der Haverskanal mit den
HaversblutgefaRen und Nerven liegt. Die Blutgefalte stehen Uber Volkmankanale
miteinander in Verbindung. Das System besteht aus Speziallamellen aus kollagenen
Fasern Typ | und Osteozyten mit langen Fortsatzen in Knochenkanalchen. Sie sind

umgeben von einem perizellularen Spalt. Nach auflen abgeschlossen wird jedes
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2 Einleitung

Osteon durch eine Kittlinie. Das Haverssystem hat einen Durchmesser von ca. 300um
und eine Lange von durchschnittlich 0,5-1cm [29,158].

Die Knochen der Maus haben im Vergleich zum Menschen einen einfacheren Aufbau.
Im murinen Knochen sind keine Haverssysteme vorhanden, sondern lediglich
Resorptionskanale. Von diesen Resorptionskanalen geht die Knochenheilung durch

vorhandene Osteoblasten aus [114].

2.1.3 Physiologie

Die Physiologie der Knochen ist mannigfaltig. Zum einen dienen sie der Formgebung
als Grundlage fiur den Phanotyp des menschlichen Kérpers. Dartiber hinaus sind die
Knochen zusammen mit Muskeln, Sehnen, Bandern und Gelenken essenzieller
Bestandteil des Bewegungsapparats. Hierbei dient der Knochen vor allem der
Kraftlibertragung und Kraftweiterleitung.

Eine protektive Funktion besitzt der Knochen zum Schutz innerer Organe. Hier sei
beispielhaft der Schadelknochen zum Schutz des Gehirns sowie der knécherne Thorax
zum Schutz der Brusteingeweide genannt. Im Elektrolythaushalt nehmen die Knochen
wichtige Funktionen bei der Speicherung von Mineralsalzen wahr. Hier wird v.a.
Calcium und Phosphat gespeichert und bei Bedarf wieder freigesetzt [126].

Das Knochenmark als Teil des Knochens ist an der Blutbildung beteiligt und ist, ab ca.
dem vierten Monat der Embryonalphase, der Hauptort der Hamatopoese. Zuvor findet
die Blutbildung in Blutinseln des Dottersackgewebes statt [152]. Der Ort der Blutbildung
ist nahezu ausschliefdlich das rote Knochenmark. Dieses ist beim Saugling ubiquitar
anzutreffen, beim Erwachsenen fast ausschlieflich in den platten und kurzen Knochen
[152].

Der Knochenumbau wird auch als Modeling bezeichnet. Das bedeutet, dass z.B.
Periost und Endost standige Umbau- und Reparaturprozesse durchfiihren, um sich
standig an wechselnde Belastungen anzupassen. Dies geschieht Uber im End- und
Periost enthaltene Vorlauferzellen, die Osteoblasten bilden konnen. Vor allem lauft
dieser Vorgang im Zuge des Langenwachstums ab [96]. Durch diese standigen Auf-
und Abbauprozesse des Knochens, welches auch als Remodeling bezeichnet wird,
kommt es zu einem kompletten Austausch des menschlichen Skeletts etwa alle 7-10
Jahre. Die Anpassung des Knochens an seine Belastung wurde erstmals am Beispiel
der Spongiosaarchitektur im Jahr 1892 gezeigt und als Wolfschesgesetz bezeichnet
[160]. Diese Modeling- und Remodelingprozesse entstehen durch ein Zusammenspiel

zwischen End-, Periost und dem Haverssystem.



2 Einleitung
2.2 Frakturheilung

Unter einer Fraktur versteht man eine Kontinuitatsunterbrechung eines Knochens unter
Bildung von Fragmenten [124]. Bei einer Knochenfraktur entsteht ein Verlust der
mechanischen Integritat und der knéchernen Kontinuitat [48]. Eine suffiziente Heilung
einer Knochenfraktur kann nur gewahrleistet werden, wenn der Knochen mittels
Schienung von innen z.B. durch einen Marknagel oder von auf3en durch einen
Gipsverband ruhiggestellt wird. Darlber hinaus ist eine sorgfaltige Beachtung der
Grundprinzipien hinsichtlich der Biologie, Mechanik und Operationstechnik fiir eine
erfolgreiche Therapie wichtig. Die Art der Frakturheilung wird durch die

biomechanischen Einflisse im Frakturspalt bestimmt [86].

Grundsatzlich lasst sich eine direkte und eine indirekte Knochenheilung unterscheiden.
Hierbei bestimmt die Art der Therapie die Art der Knochenheilung. Neben der
adaquaten Ruhigstellung der Knochen muss ein ausreichender Knochenkontakt der
Fragmente sowie eine ausreichende Vaskularisierung gewahrleistet sein, um eine
adaquate Knochenheilung zu erreichen [84,86]. Dartber hinaus ist die Heilung einer
Fraktur von weiteren Faktoren wie Alter des Patienten, Dauermedikation, Art der
Fraktur und Art des Operationsverfahrens abhangig. Augat et. al fassten diese
Faktoren als biologische Faktoren, Ernahrungsfaktoren, physikalische Einflisse und

genetische Faktoren zusammen [9].

2.2.1 Primare Frakturheilung

Die primare Frakturheilung wird auch als direkte Frakturheilung bezeichnet. Zu einer
primaren Frakturheilung kommt es, wenn zwischen den entstehenden
Knochenfragmenten noch ein Kontakt besteht. Hier wird keine &aulere
Kallusmanschette ausgebildet, und es wird kein Bindegewebe oder Knorpelgewebe im
Frakturspalt gebildet. Man differenziert, je nach absoluter Weite des Frakturspalts,
zwischen Spaltheilung (> 0,2 mm) und Kontaktheilung (< 0,2 mm).

Diese Art der Frakturheilung funktioniert nur, wenn eine mechanische Stabilitat besteht
und eine ausreichende Vaskularisation vorhanden ist.

Dies erkannte Albrecht von Haller bereits im Jahr 1767 aufgrund experimenteller
Untersuchungen [166]. Der Erfolg der spontanen Frakturheilung ist daher abhangig von
der Breite des Frakturspalts, dem Dislokationsgrad und der damit einhergehenden
Schadigung der Weichteile wie Periost und Endost, sowie dem Bewegungsmal} im
Frakturspalt bzw. der Ausdehnung der Trimmerzone und dem damit verbundenen
Grad der Vaskularisation [48].



2 Einleitung

Bei der Spaltheilung im Rahmen der primaren Frakturheilung wird innerhalb der ersten
drei bis vier Wochen der Frakturspalt mit Geschlechtknochen aufgefiillt und in der
Folge in Lamellenknochen umgebaut [3].

Bei der Kontaktheilung kommt es zur Knochenregeneration durch ein longitudinales
Einwachsen der Osteone [3].

Hierbei wird zunachst durch kegelférmig angeordnete Osteoklasten ein
Resorptionskanal in die Kortikalis des benachbarten Knochenfragments gebohrt. In der
Folge kommt es dann zum Einwandern von Osteoprogenitorzellen und Kapillaren in
den Kanal [15]. So kommt es zu einer direkten Verbindung der Knochenfragmente
untereinander.

In der Praxis kann die primare Knochenheilung nur durch chirurgische Versorgung
mittels Osteosynthese sichergestellt werden, da nur hier gewahrleistet ist, dass die

Knochen frihzeitig eng adaptiert werden.

2.2.2 Sekundare Frakturheilung

Die sekundare Knochenheilung tritt bei der Mehrzahl der Frakturen ein, da hier haufig
weniger gut adaptierte und fixierte Bruchenden vorliegen. Diese Art der Frakturheilung
vollzieht sich bei konservativer Behandlung. Die Zeit fur eine komplette sekundare
Frakturheilung variiert je nach Region [48].

Bei der sekundaren Frakturheilung lassen sich verschiedene Phasen unterscheiden:

e \Verletzungsphase (Frakturphase mit Hamatombildung)
¢ Entziindungsphase

e Granulationsphase

¢ Phase der Kallushartung

e Modeling und Remodeling

So kommt es unmittelbar nach der Fraktur in der sogenannten Frakturphase oder auch
initiale Verletzungsphase zur Ausbildung eines Hamatoms, welches durch die
Beteiligung des umliegenden Weichteilgewebes entsteht. In diesem Bereich des
Frakturhamatoms kommt es zur Aktivierung einer Entziindungsreaktion, bei der es zu
einer Uberschieflenden Kapillarisierung und Aktivierung einer Entziindungskaskade
kommt. Im Rahmen dieser Prozesse lassen sich Proliferation, Migration und
Differenzierung von pluripotenten Stammzellen als Osteoblastenvorlaufer,
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen
nachweisen [3]. Die Rolle der Mastzellen ist in diesem Zusammenhang noch nicht
abschlielend geklart. Vermutlich beeinflussen sie die Zellmigration und lokale

9



2 Einleitung

Gefaleinsprossung durch die Ausschittung von Heparin und heparinahnlichen
Substanzen [14]. Darlber hinaus differenzieren sich die Osteoklasten aus den
Mastzellen. Im Weiteren kommt es zur Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin-1 und
Interleukin-6 aus den Entziindungszellen.

Diese Phase wird auch als Entziindungsphase bezeichnet und belauft sich auf einen
Zeitraum von 3-14 Tagen [110,141,142].

In der sich nun anschlieenden Phase der Granulation, die einen Zeitraum von drei bis
acht Wochen beansprucht, kommt es durch lokale Wachstumsfaktoren zum Ersatz des
Hamatoms durch Granulationsgewebe. Dieses Granulationsgewebe bildet sich aus
Lymphozyten, Kapillaren, Fibroblasten und Osteoblasten vom KollagenTyp 1. Neben
den Wachstumsfaktoren, wie TGF-B, IGF-1, IGF-2, FGF, PDGF und BMP und den
oben beschriebenen zellularen Bestandteilen sind Elektrolyte, Hormone und Vitamine
in Form von Kalzium, Parathormon und Vitamin D an der Knochenheilung und
Ausbildung des Granulationsgewebes beteiligt. Es kommt zur Ausbildung des weichen
Kallus. Von peripher bilden sich zwischen den einzelnen Frakturfragmenten Briicken
aus Granulationsgewebe, die den weichen Kallus bilden. Parallel kommt es zum Abbau
von avitalen Fragmenten durch die Osteoklasten und zur desmalen Ossifikation durch

die Osteoblasten. Chondroblasten bilden den entstehenden Knorpel [110,142].

In der Phase der Kallushartung, die ungefahr sechs Wochen bis zu vier Monate dauert,
kommt es zu einer zunehmenden Mineralisation der Grundsubstanz [142]. Das hierflr
bendtigte Kalzium stammt aus den Mitochondrien von hypertrophierten Chondrozyten
[3].

Dabei erfahrt der ausgebildete Geflechtknochen seine Orientierung in Richtung der

Belastungsachse [142].

Darauffolgend schlief3t sich die Remodelingphase an, die einen Zeitraum von ca. ein
bis zwei Jahre beansprucht. Hier findet eine funktionelle Adaptation und ein Umbau in
Lamellenknochen statt. Es kommt zu einer Rekonstruktion der medullaren Gefalde und

zum Abbau von Uberschiissigem Kallus [110].

2.3 Wachstumsfaktoren

Unter Wachstumsfaktoren versteht man Proteine, welche die Zellproliferation und/oder
Differenzierung von Vorlauferzellen bzw. Stammzellen zu somatischen Zellen
beeinflussen. Bei Knochenauf- und abbau sind verschiedene Wachstumsfaktoren

beteiligt. Dieser Arbeit zugrunde liegend wurden die folgend kurz beschriebenen
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2 Einleitung

Wachstumsfaktoren mittels Western Blot analysiert. BMP 2- und 4, Cyr 61, VEGF, OPG
und RANKL und B-Actin.

2.3.1 BMP (Bone morphogenetic protein)

BMP’s sind multifunktionale Wachstumsfaktoren, die zur Transforming growth factor 3
(TGF B) Superfamilie gehéren und Bestandteil dieses Signalwegs zur interzellularen
Kommunikation sind. Die BMP‘s bezeichnet man auch als parakrine Signalmolekiile,
die eine enorme Wichtigkeit fiir die Kommunikation unter den Zellen besitzen.

Die signalaussendende Zelle schittet BMP aus. In der signalempfangenden Zelle
kommt es zur Bindung an Membranrezeptoren, die das Signal in das Zellinnere
Ubertragen. Im Zellinneren kommt es schliellich durch Unterstiitzung von weiteren
Proteinen zur Ubermittlung der Information an den Zellkern. Die Verarbeitung im
Zellkern fuihrt zu einer genetischen Veranderung der Zielzelle durch Anderung der

Proteinzusammensetzung und den damit verbundenen Eigenschaften.

Es gibt verschiedene BMP Typen, von deren Art die Reaktion des Empfangersignals
auf die Zielzelle abhangt. Weitere beeinflussende Faktoren sind Starke und Dauer des
Signals.

Neben der Eigenschaft der Induktion des Knochenwachstums als Wachstumsfaktor
besitzen die BMP’s je nach Subtyp die Fahigkeit, verschiedene weitere Prozesse zu
initiieren [23]. So kann z.B. BMP-2 zusammen mit TGF-3 chondrogene Stammzellen

zur Differenzierung anregen und so die Bildung von Knorpelgewebe anstofen [22].

Der Nachweis konnte in verschiedenen tierexperimentellen Studien bereits erbracht
werden. Hier wurde z.B. rekombinanter BMP-2 in einem Ratten- Femurmodell injiziert
und es zeigte sich im Knochen nach verschiedenen Zeitrdumen eine starkere
biomechanische Stabilitat [34].

In der Studie von Wei et. al wurde in einem Rattenmodell eine Hydroxylapatit/Kollagen-
Paste mit der Fahigkeit, BMPs zu absorbieren, in den Knochen eingebracht. Auch hier
war eine verbesserte Frakturheilung nachweisbar [157].

In einer Studie von Orth et al. zeigte sich, dass BMP’s die Knochenheilung im
Pseudarthosenmodell verbessern [116].

In einem Frakturmodell mit BMP-2 Knock-Out-Mausen konnte zudem eine verzdgerte
Knorpel- und Knochenbildung nachgewiesen werden [102].

Ein Vergleich von BMP-2 und BMP-4 konnte nachweisen, dass BMP-2 eine effektivere

Aktivierung von knochenregenerativen Stammzellen induzieren kann als BMP-4 [42].
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2.3.2 CYRG61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61)

CYR61 ist unter verschiedenen Synonymen bekannt, u.a. CCN1 (cellular
communication factor 1). Es gehoért somit zur CCN-Proteinfamilie. Weitere Synonyme
sind GIG 1 (G-CSF-induced gene-1) und IGFBP10 (Insulin-like growth factor binding
protein 10). [167] Die Erstbeschreibung erfolgte 1990 durch O’Brien et al. [115]. Die
Arbeitsgruppe brachte den Nachweis von CYR 61 in Mausefibroblasten. Im Kallus der
Fraktur kommt es zur Exprimierung, woraufhin die Osteblastenproliferation,
Differenzierung sowie Angiogenese angeregt wird [51,148]. Dies wurde in

verschiedenen Arbeiten postuliert.

Ali et al. konnten eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von CYR61 und
dem RUST-Score (The radiographic union score for tibial fractures) nachweisen, so
dass sich daraus folgern liel3, dass eine CYR 61-Expression eine friihe Vorhersage

Uber die Heilungsergebnisse einfacher diaphysarer Tibiafrakturen liefert.

Der Nachweis einer vermehrten Exprimierung wahrend der Knorpelbildung im Rahmen
der enchondralen Ossifikation gelang Histing et al.. Hier wurde gezeigt, dass eine
erhdhte Expression von CYR61 mit einer Zunahme der Knochenbildung einhergeht
[64].

Zhang et al. konnten zeigen, dass CCN1 eine wichtige regulatorische Funktion in der
Reifung der Knorpelzellen und somit in der Entwicklung des Knorpelgewebes
zukommt. Der Nachweis gelang sowohl im embryonalen als auch im postnatalen
Knorpel. Eine Uberexpression zeigte eine vermehrte Reifung der Chondrozyten,
wahrend eine Hemmung der endogenen CYR61 Funktion eine Hemmung der Reifung
zeigte [164].

Darlber hinaus beeinflusst CYR61 die Regeneration des Kallus nach einem Trauma
nicht nur histologisch und radiologisch, sondern auch biomechanisch. Dies konnten

Frey et al. im Tiermodel am Hasen mit offenem Trauma zeigen [38].

2.3.3 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Der VEGF wird auch als Endothelwachstumsfaktor bezeichnet. VEGF ist ein Protein,
das in allen vaskularen Geweben des Menschen anzutreffen ist. Die Erstbeschreibung

erfolgte durch Senger im Jahr 1983 im Rahmen der Krebsforschung. Hier fand die
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Arbeitsgruppe heraus, dass Tumorzellen einen Faktor sezernieren, der die
GefalRpermeabilitat erhoht und die Ansammlung von Aszitisfliissigkeit foérdert [137].
Bei diesen Faktoren lassen sich sechs verschiedene Formen mit unterschiedlicher
Funktion unterscheiden. Die Hauptaufgabe ist die Angiogenese. Hierbei kommt es
VEGF-vermittelt zur Bildung von neuem Endothel durch Einwanderung und Teilung
neuer Endothelzellen.

Weitere Aufgaben des VEGF sind, je nach Unterart, die embryonale Angiogenese und
die Lymphangiogenese. Neuere Studien zeigen, dass VEGF mehrere zusatzliche
Funktionen erflllt, so z.B. die Aufrechterhaltung von Endothel- und
Nervenzellkompartimenten [138].

Im Rahmen der Knochenheilung und Knochenentwicklung kommt VEGF ebenfalls,
aufgrund der Induktion einer Neoangiogenese, eine wichtige Funktion zu. Dies konnte

von verschiedenen Autoren bereits nachgewiesen werden.

Von Brighton und Hunt konnte bereits 1997 die Wichtigkeit der VEGF-induzierten

Neoangiogenese auf die Frakturheilung beschrieben werden [16].

Hu et al. untersuchten die Funktionen von aus Osteoblasten stammendem VEGF bei
der Heilung eines Knochendefekts. Hier stellten sie fest, dass VEGF aus Osteoblasten
in mehreren Phasen des Heilungsprozesses diese verbessert. An transgenen Mausen,
mit osteoblastenspezifischer Deletion von VEGF, konnte gezeigt werden, dass VEGF
als parakriner Faktor die Reifung und Mineralisierung von Osteoblasten verbessert. Im
Weiteren kommt es zur Rekrutierung von BlutgefaRen und Osteoklasten sowie zur
Forderung der Knorpelresorption an der Reparaturstelle wahrend des periostalen,

enchondralen Ossifikationsstadiums [76].

2.3.4 OPG (Osteoprotegerin)

OPG wurde 1997 durch Simonet et al. beschrieben. Die Arbeitsgruppe beschrieb ein
neues sekretierendes Glycoprotein, das die Knochenresorption reguliert. Es zahlt zur
TNF-Rezeptor Superfamilie. In der Arbeit wurde postuliert, dass OPG dem
ovariektomie-assoziierten Knochenverlust bei Ratten entgegenwirkt. Dartiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass OPG als I6slicher Faktor eine positive Wirkung auf die
Regulation der Knochendichte hat [143].

OPG wird von den Osteoblasten sezerniert und besitzt eine hohe Affinitdt zu RANKL.
OPG verhindert somit die Interaktion zwischen seinem Rezeptor RANK. In der Folge
kommt es zur Inhibition der RANKL vermittelten Knochenresorption und
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Osteoklastengenese. Eine weitere Funktion von OPG ist die Hemmung des
Zelluntergangs von Osteoklasten durch die Bindung an den TNF-related apoptosis-

inducing ligand [85].

Eine aktuelle Arbeit von Rochette et al. zeigte, dass wahrend der Osteogenese eine
Verbindung zwischen Endothelzelle und Osteoblasten besteht, wodurch ein
Zusammenhang zwischen Angiogenese und Osteogenese hergestellt wird. Somit
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass OPG auch einen Einfluss auf die Gefalle

hat und somit auch Gegenstand der Forschung bei Gefallerkrankungen ist [129].

2.3.5 RANKL (Receptor Activator of NF-xB Ligand)

Bei RANKL handelt es sich um ein Protein, das als Ligand fir den
Transmembranrezeptor RANK (Rezeptor activator of NF-xB) eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung von Osteoklasten und der Resorption von Knochen spielt.

Es zahlt zur Gruppe der Tumornekrosefaktoren. Bereits 1997 berichteten Anderson et
al. Uber die Charakterisierung von RANK (Rezeptor activator of NF-xB), einem neuen
Mitglied der TNFR-Familie, das aus dendritischen Zellen stammt, und die Isolierung
seines Liganden (RANKL) durch direktes Expressionsscreening. Es wurde
beschrieben, dass RANK und RANKL wichtige Regulatoren der Wechselwirkung
zwischen T-Zellen und dendritischen Zellen sind [7,50].

RANKL bindet an den auf der Oberflache von nicht vollstandig entwickelten und
ausgereiften Osteoklasten sitzenden Rezeptor RANK. Diese Bindung induziert die
Differenzierung der Osteoklasten und steigert die Aktivitat. Hierdurch erhéht sich die
Knochenresorption [50,161]. Das Zusammenspiel von RANK und RANKL ist ein
wichtiger Regulator im Knochenstoffwechsel und sorgt fir ein Gleichgewicht zwischen
Knochenab- und aufbau [56].

2.4 Frakturmodelle

Die Erkenntnisse Uber die Frakturheilungsprozesse sind in den vergangenen Jahren
durch zahlreiche klinische-, in-vitro- und in vivo-Studien erlangt worden. Hier konnten
wichtige physiologische und biochemische Prozesse erkannt werden, um
Heilungsstrategien zu entwickeln. Nach Ghasi et al. handelt es sich bei der
Knochenheilung um einen physiologisch sehr komplexen Prozess, der sowohl von
biologischen als auch mechanischen Aspekte beeinflusst wird. Nach einer Fraktur
kommt es zu unzahligen Prozessen, die letztendlich eine Frakturheilung induzieren.
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Hierzu zahlen Zellmigration, Zell-Gewebedifferenzierung, Gewebesynthese sowie
Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die durch die mechanische
Umgebung reguliert werden. Durch sehr grofle Fortschritte im Bereich der
Computersimulation ist es in den letzten Jahren gelungen, die Phasen der
Frakturheilung zu simulieren und zu untersuchen. Dennoch gibt es keine
Simulationsmethode, an der alle mdglichen Faktoren dargestellt werden kénnen, so
dass die wissenschaftlichen Untersuchungen am Tiermodell nach wie vor eine

entscheidende Rolle spielen und unabdingbar sind [46].

Es existieren zahlreiche unterschiedliche Frakturmodelle an verschiedenen Tieren, die
je nach Fragestellung ausgewahlt werden. In Bezug auf die Frakturheilung ergaben
sich haufig Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen von Tiermodellen und

klinischen Studien am Menschen [114].

Zu Beginn der tierexperimentellen Studien wurden haufig eher Groftiermodelle
eingesetzt, da man annahm, dass diese der menschlichen Anatomie und Physiologie
am nachsten kommen wirden. In einer Ubersichtsarbeit von Martini et al. wurden
insgesamt 21500 Studien zur Frakturheilung im Tierexperiment untersucht mit dem
Ergebnis, dass im Bereich der Groldtiermodelle vor allem Hunde, Primaten, Schafe,
Schweine und Katzen verwendet wurden. Im Bereich der Kleintiermodelle waren dies
vor allem Ratten, Mause, und Hasen. Es wurde dariber hinaus postuliert, dass es kein
Tier mit gleichen anatomischen, biologischen, biochemischen und physiologischen

Eigenschaften wie beim Menschen gibt [100].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Mausmodell benutzt. Beim Mausmodell gibt es
eine Vielzahl von transgenen und Knockoutstdmmen, die vor allem die Mdoglichkeit
einer Untersuchung der molekularbiologischen Prozesse wahrend der Knochenheilung
erlauben.

Eine weitere wichtige Eigenschaft, die bei der Auswahl des Tiermodells beachtet
werden sollte, ist das Ansprechen auf verschiedene Medikamente. So wurde
beobachtet, dass unterschiedliche Spezies vdllig verschiedene Metabolisierungswege
von Medikamenten aufwiesen. Dies kann zur Folge haben, dass eine Ubertragung der
Ergebnisse auf eine andere Spezies, wie den Menschen, nur eingeschrankt moéglich
ist.

Beispielhaft sei hier auf eine Arbeit von Jones et al. hingewiesen, in der beschrieben
wird, dass Haustiere v.a. Hunde und Katzen ein erhohtes Risiko fir eine Intoxikation
mit NSAR besitzen [79].
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Darlber hinaus spielt das Alter des Versuchstiers eine grof3e Rolle. So hat ein junger,
womaglich noch nicht ausgewachsener Knochen, einen schnelleren Heilungsverlauf

als ein Knochen von einem alteren Versuchstier [94].

Im Folgenden sind verschiedene Tiermodelle zur Untersuchung der Knochenheilung

dargestellt.

2.4.1 Grofdtiermodelle

2.41.1 Schaf

Der Knochenaufbau und die Knochenheilungsrate des Schafes sind vergleichbar mit
der des Menschen. Gerade die Tibia weist hier weitgehende Ahnlichkeiten auf [147].
Vor allem Ende der 1980 er Jahre und zu Beginn der 1990er Jahre wurden im Rahmen
der Entwicklung und Testung von neuen Humanimplantaten haufig Schafe als
Tiermodell herangezogen [21,83,127,144].

Aber auch in neueren Arbeiten werden Schafmodelle herangezogen [31,150].

Nach Newman et al. sind Schafe aus verschiedenen Griinden vielversprechende
Tiermodelle. Sie sind fligsam, einfach zu handhaben und unterzubringen, relativ
kostengtinstig und in grofder Anzahl erhaltlich. Im Vergleich zu Kleintiermodellen sind
die Tierhaltung, der Versuchsaufbau und das Osteosynthesematerial jedoch viel
kostspieliger und aufwendiger [114]. Einen Vorteil bietet jedoch die vergleichbare
Grolke gegenuber dem Menschen, so dass z.B. fiir Studien humane Implantate

verwendet werden kdénnen [147].

2.4.1.2 Schwein

Das Schwein ist aufgrund seiner anatomischen Nahe zum Menschen auch ein haufig
in der Forschung zur Knochenheilung verwendetes Tier. Hierbei werden haufig
Minischweine oder Hausschweine eingesetzt, da hier die Haltung und Unterbringung
gegeniber dem Mastschwein mit einem geringeren Aufwand verbunden sind. Die
Verwendung von Miniaturschweinen in der Forschung hat Uber Jahrzehnte
zugenommen und wird sowohl in der experimentellen Pharmakologie als auch als

therapeutisches Modell flir menschliche Krankheiten eingesetzt [146].

Am Schweinemodell wurden bereits zahlreiche Arbeiten zur Knochenheilung
durchgefihrt [109,133,134].
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2.41.3 Hund

Im Bereich der Veterinarmedizin finden sich Publikationen zur Frakturheilung am Hund.
Daher ist die Frakturheilung beim Hund, aufgrund der vielen Untersuchungen, bis jetzt
schon sehr gut erforscht [4]. Gerade bei den Stabilisierungstechniken von Frakturen
gibt es unzahlige Studien und Fallberichte, die am Hund durchgefihrt wurden
[33,47,119,136,159]. Der Knochenaufbau des Hundes ahnelt dem des Menschen,
jedoch sind die Knochenremodelingprozesse verschieden. So bestehen sie aus einer
Mischung aus lamellaren und plexiformen Knochen, die eine andere biomechanische
Eigenschaft aufweisen [87,155].

2.4.2 Kleintiermodelle

2.4.2.1 Kaninchen

Beim Kaninchen handelt es sich ebenfalls um ein Modell, das zur Untersuchung der
Frakturheilung geeignet ist. Bei den bisher veroffentlichen Arbeiten zu Frakturen am
Kaninchenmodell wurden externe Fixateure, intermedullare Pins,
Plattenosteosynthesen und Verbande eingesetzt. In einer Ubersichtsarbeit von Sasai
et al. wurden in den Jahren 2007-2015 mehr als 139 Frakturen untersucht und die
Ergebnisse zusammengefasst [132]. Im Vergleich zum menschlichen Knochen
unterlaufen die Knochen bei Kaninchen einem starken Remodeling und weisen andere
Strukturen auf. Gegenuber kleineren Nagern ist jedoch das gréReres Skelett von Vorteil
[104,121,156].

2.4.2.2 Ratte

Untersuchungen zur Frakturheilung an der Ratte gehéren schon seit langerer Zeit zu
den etablierten Verfahren. Erste Arbeiten zur Frakturheilung bei Ratten wurden bereits
in Jahr 1922 durch Pappenheimer beschrieben [120]. In den Folgejahren wurden sehr
viele Studien an der Ratte durchgeflihrt. Hier wurden die verschiedensten

Frakturlokalisationen und Implantate untersucht [53,59,118].

Gegenlber Mausen bietet die Ratte den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer Kérpergrofe
fur biomechanische Untersuchungen besser geeignet ist und auch die operative
Versorgung technisch leichter durchzufihren ist. Im Allgemeinen lassen sich
Rattenmodelle mit den Mausmodellen sehr gut vergleichen. Darliber hinaus korreliert

der Knochenaufbau und das Remodeling sowohl im kortikalen als auch im spongiésen
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Bereich sehr gut mit dem des Menschen [104,121]. Bei den anfallenden Kosten ist das
Rattenmodell auch als kostenglinstiger gegenlber Grofdtiermodellen anzusehen.
Gerade in Bereichen, in denen eine relativ grolRe Anzahl an Tieren erforderlich ist,

liegen die 6konomischen Vorteile auf der Seite des Rattenmodells [114].

2.4.2.3 Maus

In dieser Arbeit wurde die Frakturheilung an CD-1 Mausen untersucht. Genau wie bei
Ratten ist dieses Modell kostenglinstig und die Tierhaltung einfacherer als im
Groftiermodell.

Nachdem man in den 1940 er Jahre begann viele Studien zur Knochenheilung an
Ratten durchzufihren [35,123,153], wurde das Mausmodell erst 20 Jahre spater
eingefihrt [149].

Vor allem bei mikrobiologischen Untersuchungen bietet die Maus einen
entscheidenden Vorteil. Bei den Mausmodellen steht eine gro’e Anzahl von
Antikérpern und genmanipulierten Tieren zur Verfiigung [61]. Das Genom der Maus ist
komplett entschlisselt, daher kénnen die molekularen Mechanismen der
Frakturheilung untersucht werden. Es wurden in den letzten Jahren sehr viele Studien
sowohl zur physiologischen als auch zur pathologischen Knochenheilung anhand von
Mausen durchgeflhrt.

Die Versorgung von Frakturen im Mausmodell ist jedoch technisch schwieriger. Die
kleinen anatomischen Verhaltnisse erfordern spezielle Implantate [61].

Zudem besitzt die Maus einen primitiveren Knochenaufbau als der Mensch. So besitzt
die Maus Resorptionskanale und nicht wie der Mensch ein Haverssystem [114].

Bei den bisher veréffentlichen Frakturmodellen der Maus wurden verschiedene

Knochen mit unterschiedlicher Fragestellung untersucht.

Es wurden Untersuchungen an den Rippen der Maus durchgefiihrt [75,93,108,151], an
der Tibia [6,24,41,91,163] und am Femur [40,52,57,71,72,92,117].

Bei den Frakturmodellen der Rippe ist eine biomechanische Testung und Auswertung
aufgrund der Anatomie nur sehr begrenzt mdglich, so dass diese fast ausschliel3lich im
Rahmen von Genexpressionsanalysen untersucht wurden [49,93,107].

Im Hinblick auf die biochemische Testung sind das Femur und die Tibia wesentlich
besser geeignet. Hier weist das Femur gegenliber der Tibia jedoch ebenfalls Vorteile
auf. Es handelt es sich bei dem Mausefemur um einen gréfReren Knochen im Vergleich

zur Tibia. Im Vergleich zu den eher dreieckigen Knochen der Tibia hat das Femur einen
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rundlichen, einheitlichen Durchmesser von ca. 2 mm, eine Lange von ca. 15 mm und

besitzt eine gute Weichteildeckung [26,62].

Bei den beschriebenen Frakturmodellen am Mausfemur lassen sich geschlossene und
offene Frakturmodelle unterscheiden. Die geschlossenen Frakturen werden in der
Regel mittels Guillotine mit einem vordefinierten Gewicht erzeugt. Die Beschreibung
und Testung dieser Apparatur gelang Bonnarens et al. im Jahr 1984 bei 40 Sprague-
Dawley-Ratten. Ziel war es eine vergleichbare standardisierte Fraktur zu erzeugen.
Mittels Guillotine und dem vordefinierten Gewicht kann eine reproduzierbare Fraktur

erzeugt werden, die nur einen minimalen Weichteilschaden aufweist [12].

Bei den offenen Modellen muss der Knochen frei prapariert werden und gezielt eine
Fraktur erzeugt wird. Dies setzt einen gréReren operativen, meist lateralen Zugang
voraus [26]. Der Vorteil gegeniber dem geschlossenen Modell ist, dass keine
unkontrollierten Weichteilschaden entstehen. Die Defektgrofie kann bestimmt werden
und kann somit standardisiert untersucht werden. Grundsatzlich unterscheidet sich die
Osteotomie von einer Fraktur und heilt schlechter. Hier muss auf eine stabile

osteosynthetische Versorgung geachtet werden.

Das von Bonnarens 1984 entwickelte Frakturmodell wurde 1993 durch Hiltunen et al.
[60] auf die Mausetibia Ubertragen und im Jahr 2004 durch Manigrasso et al. [98] am
Femur der Maus angewandt. Zudem gibt es auch verschiedene
Osteosynthesetechniken wie Nagel, Platten und Schrauben, Fixateure, die verwendet

werden konnen.

Manigrasso et al. verwendeten einen Edelstahldraht mit einem Durchmesser von 0,01
Zoll, der retrograd eingeflihrt wurde und die Fraktur stabilisierte. Der Vorteil dieses
Verfahrens liegt in der minimalen Invasivitdt, dem geringen Gewicht des
Osteosynthesematerials und den niedrigen Kosten. Nachteile sind, neben der
Verletzung des Markraums beim Einbringen, die mangelnde Rotations- und
Achsenstabilitat sowie die hohe Dislokationsrate [20,72,104].

Cheung et al. entwickelte einen Fixateur externe. Der Fixateur externe bestand aus
zwei Aluminiumbldcken, die durch zwei Stangen verbunden waren. Vier Stifte stellten
die Verbindung zum Knochen her.

Der Knochen wird nach Anlage des Fixateurs externe Uber einen lateralen Zugang
osteotomiert [26]. Bei diesem Modell ist die Untersuchung segmentaler

Knochendefekte mdglich [130]. Ein weiterer Vorteil bildet die hohe Rotations- und
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Achsenstabilitat. Der externe Fixateur kann weit von der Frakturzone entfernt
eingebracht werden. Die Implantate sind jedoch teuer und die chirurgische Prozedur
aufwendig. Darlber hinaus besitzt der Fixateur externe ein sehr hohes Gewicht, was

das Gangbild der Maus verandern und die Heilung verzégern kann [125].

Zur Untersuchung von segmentalen Defekten bietet sich auch die
Plattenosteosynthese an. Bei diesem ebenfalls offenen Verfahren wird eine Platte, die
sogenannte Verriegelungsplatte, mit winkelstabilen Schrauben zur Stabilisierung der
Fraktur verwendet. Dabei kommt es nach Reposition der Fraktur zur
intramembrandsen Heilung [63]. Vorteilhaft zeigen sich bei dieser Art der
Osteosynthese das geringe Gewicht des Implantats sowie der geringere Einfluss auf
den Bewegungsablauf im Vergleich zum externen Fixateur. Nachteile sind jedoch die
verhaltnismanig schwierige operative Technik und die hohen Kosten flir das Implantat
[104,125].

Da der primare intramedullare Pin keine Rotations- und Achsenstabilitdt aufwies,

wurden weitere intramedulllare Osteosynthesematerialien entwickelt.

So gelang es Holstein et al. [73], einen Verriegelungsnagel fir das murine Femur zu
entwickeln. Dieser besteht aus einer modifizierten 24 G Injektionsnadel. Die
Rotationsstabilitat wurde durch das Abflachen des proximalen und distalen Endes
erreicht.

Bei dieser Arbeit wurde die Frakturversorgung mittels MouseSrew™ durchgeflhrt.
Hierbei handelt es sich um eine intramedullare Kompressionsschraube, bestehend aus
einem distalen Konus und einem proximalen Schraubgewinde. Der distale Konus
verankert sich in der Femurkondyle [74]. Durch die Anwendung der MouseScrew™ wird
eine erhohte Stabilitat der Fraktur erreicht.

Im Vergleich zu anderen intramedullaren Implantaten weist die MouseScrew™ eine

gute Rotations- und Achsenstabilitat auf.

Die Auswertung dieser beschriebenen Osteosyntheseverfahren erfolgte durch

radiologische, histologische und torsionsmechanische Tests [98].
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2.5 Amlodipin

Bei Amlodipin handelt es sich um einen lang wirkenden lipophilen Calciumkanalblocker
aus der Gruppe der Dihydropyridine, der unter der Leitung von Dr. Simon Cambell
entwickelt wurde. Er zahlt zu den Calciumkanalblockern der 3. Generation, die durch
eine lange Halbwertszeit und eine bessere orale Verfligbarkeit gekennzeichnet
sind[55]. Amlodipin wird in der Therapie der arteriellen Hypertonie, der chronisch
stabilen Angina Pectoris und der vasospastischen (Prinzmetal-) Angina verwendet. Es

gilt als Basistherapeutikum bei arterieller Hypertonie.

\|C|

O . O
YT
O™
N NH,
H
Abbildung 1: Struktur des Amlodipin

2.5.1 Struktur

Amlodipin (C20H25CIN2Os) hat ein chirales Zentrum und ist ein Racemat. Es liegt in
Form des Salzes Amlodipinbesilat vor, welches in Wasser schwer I6slich ist. Es
existieren 2 Enantiomere, optische Isomere, ein aktives S-(-)- und ein nicht aktives R-
(+)-Amlodipin [95].

2.5.2 Wirkmechanismus

Zu den pharmakologischen Eigenschaften von Amlodipin zahlen die
blutdrucksenkende, die gefalidilatierende und die antiischdmische Wirkung. Nach
Gabe kommt es zur Senkung des peripheren GefalRwiderstands. Dies senkt die
Nachlast und in der Folge wird der myokardiale Sauerstoffverbrauch positiv beeinflusst.

Formal handelt es sich bei Amlodipin um einen Typ Il Calciumkanalantagonist.
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Durch Blockade des Calciumkanals kommt es zu einer Verlangsamung des
Calciumeinstroms in die glatten Muskelzellen. In der Folge kommt es zu einer

Vasodilatation.

Fleckenstein [37] konnte Ende der 1960er Jahre zeigen, dass die Wirkung der
Calciumantagonisten Uber die Blockade von spannungsabhangigen Calicumkanalen
zu erklaren ist. Diese L-Typ Calciumkanale sind hauptsachlich fir die Steuerung der
Kontraktion der glatten Muskelzellen an den Gefallen und den Myokardzellen am Herz
verantwortlich. Durch den Calciumeinstrom kommt es, bei extrazellular hoher und
intrazellular niedrigerer Konzentration, in diesen Zellen zu einer Kontraktion. Der
Einstrom erfolgt Uber die spannungsabhangigen Caliciumkanale, welche durch
Antagonisten wie Amlodipin gehemmt werden und den Einstrom somit verringern [56].
Hieraus resultiert, dass Calcium nicht an Calmodulin binden kann und die
Myosinkinase nicht aktiviert wird. Dies flihrt im Weiteren dazu, dass unphosphoryliertes

Myosin nicht an Aktin binden kann und die Kontraktion unterbleibt [56].

2.5.3 Pharmakokinetik

Bei der Pharmakokinetik unterscheidet man die Resorption, die Verteilung
(Distribution) und die Plasmaeiweif3bindung.
Nach oraler Einnahme von Amlodipin wird es gut im Magen-Darm-Trakt resorbiert,
wobei die Spitzenkonzentrationen im Blut nach 6-12 Stunden erreicht werden. Es
reichert sich bei einmal taglicher Verabreichung tber einen Zeitraum von 1-1,5 Wochen
im Steady-State an. Die maximale Bioverfligbarkeit beim Menschen betragt ca. 64-
80%. 97,5% des zirkulierenden Amlodipins ist an Plasmaeiweile gebunden. Im
Gegensatz zu vielen anderen Pharmaka ist die Aufnahme von Amlodipin ins Blut
unabhangig von der Nahrungsaufnahme. Mit einer recht hohen Plasmahalbwertszeit
von 40-60 Stunden ist eine ausreichende Bioverfiigbarkeit bei einmal taglicher
Einnahme gewahrleistet, was auch die Patientencompliance bei der Einnahme erhéht.
Nach Einnahme der Einzeldosis sinkt der Blutdruck allmahlich Uber 4-8 Stunden und
kann dber 24-72 Stunden langsam zum Ausgangswert zurickkehren. Ein
Reboundeffekt ist aufgrund dieser Pharmakokinetik nicht zu beobachten. Die
Metabolisierung erfolgt grofRtenteils in der Leber, wobei der Firstpass-Effekt sehr gering
ausfallt. Hier wird das Molekil zu inaktiven Metaboliten abgebaut. Die Ausscheidung
erfolgt sehr langsam mit dem Urin. Hierbei werden bis zu 10% der Substanz
unverandert ausgeschieden. Eine verlangsamte Elemination ist bei alteren Menschen
zu beobachten.Eine Niereninsuffizienz wirkt sich nicht verlangernd auf die Elemination
aus [2,36,55,169].
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2 Einleitung
2.5.4 Indikation und Anwendung

Laut Fachinformation ist Amlodipin flr die Therapie der arteriellen Hypertonie, der
chronisch stabilen Angina pectoris und der vasospastischen (Prinzmetal-) Angina
zugelassen. Bei der Prinzmetalangina kommt es zu einer durch
vasospasmeninduzierten Ischamie des Myokards. Die genauen Grinde fir diese
Spasmen sind noch nicht abschlieRend geklart, a.e stehen sie jedoch in
Zusammenhang mit einer erhéhten Aktivitat von Alphaadrenorezeptoren sowie dem
Einffluss von vasokonstriktiven Substanzen wie Thromboxan A2.

Neben den Calciumantagonisten kommen hier Nitrate zum Einsatz.

2.5.5 Nebenwirkungen

Die am haufigsten berichteten Nebenwirkungen von Amlodipin sind periphere Odeme.
Diese lassen sich jedoch verhindern, wenn die Arzneimitteleinnahme vor dem zu Bett
gehen erfolgt und niedrigere Dosen verabreicht werden. Weitere unerwlinschte
Nebenwirkungen sind Schwindel, Mdudigkeit, Kopfschmerzen, Herzklopfen und
Ubelkeit [36]. Weitere Nebeneffekte kdnnen Bauchschmerzen, Gingivahyperplasie und

Midigkeit sein.

2.5.6 Interaktionen

In Kombination mit anderen blutdrucksenkenden Medikamenten kann es zu einer
Uberschieltenden kreislaufdepressiven Wirkung kommen, so dass der Blutdruck tber
das gewinschte MalRl hinaus abféllt. Grapefruitsaft induziert in der Leber das
Cytochrom P 450, im speziellen die CYP 3A4, was dazu flhrt, dass der Abbau von
Amlodipin nur noch verzogert stattfindet und es zu einer Kumulation von Amlodipin
kommen kann. Dies ist jedoch bei einer Menge unter einem Liter pro Tag als unkritisch
zu sehen. Darlber hinaus kann Amlodipin mit allen Arzneistoffen interagieren, die in
ihrer Metabolisierung auf CYP 3A4 angewiesen sind. Hierzu zahlen z.B. Hemmer der
CYP 3A4 wie Azol-Antimykotika, die zu einem signifikanten Anstieg der

Plasmakonzentration von Amlodipin fihren [168].

2.5.7 Klinische Studien

In mehreren Vergleichs- und Anwendungsstudien wurde die Wirksamkeit von

Amlodipin belegt.
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In Vergleichsstudien wurde Amlodipin u.a. mit Diuretika, ACE-Hemmern und

Angiotensinrezeptorblockern verglichen.

Im der Camelot Studie von 1991, in der Enalapril mit Amlodipin verglichen wurde, zeigte
sich eine deutliche Reduktion fiir das Risiko eines nichttddlichen Myokardinfarkts und

eines apoplektischen Insults bei KHK-Patienten [113].

Eine weitere Studie untersuchte die Wirkung von Lorsartan und Amlodipin auf die
linksventrikulare diastolische Funktion bei Patienten mit arteriellem Hypertonus.
Ergebnis dieser Studie war, dass Amlodipin in Bezug auf das myokardiale Remodeling

nicht unterlegen war [162].

Auch die ALLHAT (Antihypertensive Lipidsenkende Behandlung zur Verhinderung des
Myokardinfarkts) Studie zeigte, dass Amlodipin Thiaziddiuretika oder ACE-Hemmern

nicht unterlegen war [80].

2.6 Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob die Behandlung mit Amlodipin eine

Auswirkung auf die Frakturheilung im Mausmodell besitzt.

2.7 Fragestellung

Die Nullhypothese lautet: ,Die Frakturheilung im Mausmodell wird durch die Gabe von

Amlodipin nicht beeinflusst®.
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3 Material und Methoden

3.1 Methoden

3.1.1 Studiendesign

Die unter der Versuchsnummer 24/2014 gefuhrten Versuche wurden von der
entsprechenden Behdrde (Landesamt fir Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel-
und Veterinarwesen- Zentralstelle -, Konrad-Zuse-Stralle 11, 66115 Saarbriicken)
genehmigt und am Institut flr Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des
Saarlandes nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetztes vom
01.10.1972 durchgeflnhrt.

Die Studie wurde an 60 CD 1 Mausen durchgeflhrt. 40 Tiere erhielten taglich
Amlodipin, wovon 20 Tiere eine Dosierung von 3mg/kg/KG und 20 Tiere eine
Dosierung von 1mg/kg/KG Uber eine Gastralsonde p.o. erhielten. 20 Tiere erhielten
taglich eine &quivalente Menge an Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) p.o.. Die
Frakturheilung wurde jeweils nach einem Zeitraum von 2 (n=30) und 5 (n=30) Wochen
untersucht. Es wurden radiologische, biomechanische, histomorphometrische und

Western Blot Untersuchungen durchgeflihrt.

Um eine héhere Anzahl an Versuchstieren zu verhindern, wurden die radiologischen,
biomechanischen und histomorphometrischen Untersuchungen am selben Tier
durchgeflhrt.

Amlodipin Kontrolle
2 5 2 5
Wochen Wochen Wochen Wochen
Roéntgen n=9 n=10 n=9 n=9
Biomechanik n=38 n =8 n=7 n=38
Histomorphometrie n=9 n=9 n=9 n=>5
Western Blot n=10 n=>5

Tab. 1: Studiendesign
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3.1.2 Tiermodell

Als Versuchstiere wurde CD 1 Mause im Alter zwischen 12 und 16 Wochen verwendet.

Die Mause waren alle weiblich und wurde im Institut fir Klinisch- Experimentelle
Chirurgie der Universitat des Saarlandes geziichtet. Die Tiere wurden unter
standardisierten Bedingungen mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60% und einer
Raumtemperatur zwischen 22-24°C gehalten. Der diurnale Rhythmus wurde durch
eine 12-stiindige Belichtung aufrechterhalten. Es wurden maximal drei Tiere pro Kafig
gehalten. Die Erndhrung erfolgte durch Standarddiatfutter in Form von Pellets und

Aqua ad libitum.

Nach Frakturierung des Femurs erfolgte die ostesynthetische Versorgung mittels
intramedullarer Zugschraube aus medizinischem Stahl. (MouseScrew™, RISystem
AG, Davos, Schweiz) [74]. Die Schraube mit einer Lange von 17,2 mm und einem
Durchmesser von 0,5 mm besitzt distal einen Konus von 0,8 mm, der zur Verankerung
der Schraube in den Kondylen des distalen Femurs dient. Ein proximales Gewinde
(Lange 4mm, Durchmesser 0,5 mm) mit einer 1mm langen Bohrung zur Aufnahme des
Flhrungsdrahts sorgt flr eine Kompression im Frakturspalt. Das Eindrehen der

Schraube in den Knochen erfolgt mittels HandDrill (RISystem AG, Davos, Schweiz).

A C

[

Abb. 2: MouseScrew™ - Gewinde (A), Konus (B), Sollbruchstelle (C); Schraubenlange: 17,2
mm, Durchmesser: 0,5 mm, Material: medizinischer Stahl.
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3.1.3 Operationsverfahren

Die Versuche fanden unter standardisierten Bedingungen im Institut fir Klinisch-

Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg/Saar statt.

Die Operation der Mause erfolge in Analgosedierung mit Ketamin und Xylazin. Hierbei
erfolgte die Injektion von 15mg/kg Korpergewicht (KG) Xylazin (Rompun ®2%, Bayer
Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und 75mg/kg KG Ketamin (Ursostamin®
100mg, Serumwerke Bernburg, Bernburg, Deutschland). Zum Schutz der Augen
wurden den Mausen Dexpanthenolsalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer

Vital GmbH) auf die Hornhaut aufgetragen.

Mittels Elektrorasierer wurden Ober- und Unterschenkel des rechten Beins rasiert und
im Anschluss die Resthaare mittels Enthaarungscreme (elca-med®, ASID BONZ
GmbH, Herrenberg, Deutschland) entfernt.

Nach erfolgter Enthaarung und Analgosedierung wurde die Maus in Rickenlage auf
den Operationstisch gelagert. Danach wurde eine Hautdesinfektion mittels Softasept®
N (B, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) durchgeflihrt. Vor dem
Hautschnitt erfolgte durch Auslésen eines Schmerzreizes die Uberpriifung der
Narkosetiefe. Bei nicht ausreichender Narkosetiefe wurde eine Nachinjektion von
Sedativa und Analgetika durchgefihrt. Bei den nun erreichten optimalen
Voraussetzungen und erneuter Desinfektion mittels Softasept® N wurde die Operation
mit dem Hautschnitt begonnen. Dann wurde mit eine Skalpelklinge (Carbon Steel
Skalpelklinge #15, Braun Aesculap AG&Co KG, Tuttlingen,Deutschland) verwendet.
Dabei wurde das Bein zwischen Zeige und Ringfinger fixiert (Abb. 3) und die Haut
medial der Patella auf einer Lange von ca. 6 mm inzidiert (Abb. 4). Im Anschluss wurde
die Kniegelenkskapsel eréffnet und die Kniescheibe mittels Wattetupfer nach lateral
mobilisiert. Nach Luxation konnte die Femurkondyle dargestellt werden (Abb.5). Nun
wurde die Fossa intercondylaris mittels einer 24 G Spritzenkanile (BD Microlance 3™-
24G 1“=Nr. 1, @ 0,55 x 25 mm- BD Drogheda, Ireland) (Abb. 6) eréffnet und bis in den
Markraum retrograd vorgebohrt. Mit einer weiteren Anasthesie-Dentalkantile mit einem
Durchmesser von 27 G (Sterican® Einmalkanule fir die Dentalanasthesie O./U.-
Kiefer. Leitungsanasthesie- Grolke 30/42- G 27x1,5%/& 0,40 x 40 mm, Braun

Melsungen, Deutschland) wurde der Markraum durchstochen.

Durch weiteres Aufbohren wurde der Trochanter major sodann retrograd durchstof3en.
Durch die nun einliegende Kanile wurde ein 0,2 mm dicker Wolfram-Draht (Goodfellow
Cambridge Limited, Huntington, England) eingefiihrt und als Schienung des
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Femurknochens belassen, sodass er an beiden Enden ca. 1 cm Uber den Knochen
herausragte. (Abb. 8) Danach wurde die noch einliegende Kanile entfernt. Nach
Uberprifung der intramedulldren Lage des Drahts (Abb.9) wurde die Maus in einer
Guillotine positioniert und anschlie®end eine standardisierte geschlossene Fraktur
(Typ A2 bis A3 nach AO-Klassifikation [106]) (Abb. 10) erzeugt.

Diese Fraktur wurde anschlielRend mittels MouseSrew™ [74] durch Implantation einer
Zugschraube Uber den Flhrungsdraht versorgt (Abb. 11). Nach fester Verankerung im
proximalen Femur und sicherer Arretierung des Konus am distalen Femur kam es bei
weiterer Drehbewegung zum Brechen der Sollbruchstelle. Die Patella wurde durch ein
Wattestabchen in ihre urspriingliche Position reponiert und anschiefend die
Gelenkkapsel mit einem 5.0 Prolene® Faden (Ethicon Inc., Somerville, USA) (Abb. 13)

verschlossen. Die Hautnaht erfolgte ebenfalls mit 5.0 Prolene® Nahtmaterial (Abb.14).
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Abb. 3: Fixation des rechten Beines
wahrend der OP; Patellarsehne transkutan
sichtbar.

Abb. 5: Nach Luxation der Patellarsehne
nach lateral, Sicht auf den Kondylus des
Femurs.

3 Material und Methoden

Abb. 4: Senkrechter Hautschnitt medial der
Patellarsehne.

Abb.6: Interkondylares Aufbohren der
Femurkortikalis und Einflihren der Kanlle
24 G in den Markraum.
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A

Abb. 7: Einflihren der Kanile 27 G in den Abb. 8: Intramedullare Lage des
Markraum und Punktion der Riickenhaut. Flhrungsdrahtes.

Abb. 10: Erzeugung der Fraktur mittels 3-

Abb. 9: Rontgenologische Kontrolle der Punkt-Biege-Vorrichtung.
intramedullaren Lage des
Flhrungsdrahtes.
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Abb. 11: EinfUhren der Abb. 12: AbschlieRende Lage der
Kompressionsschraube mit dem Kompressionsschraube nach
Schraubendreher. Verankerung.

N ‘\a- :

Abb. 13: Patellarsehnennaht. Abb. 14: Hautverschluss mit Einzel-
knopfnahten.
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3.1.4 Medikamentenapplikation

Je nach Gruppe wurden die Mause taglich mit Natriumclorid (Kochsalzlésung 0,9%,
Miniplasco connect, B.Braun Melsungen AG, Deutschland), Amlodipin (1A Pharma® 5
mg N) 1mg/kg/KG und 3 mg/kg/KG Uber finf bzw. zwei Wochen gefiittert. Die
Amlodipinlésung wurde durch Morsern der Tablette erzeugt. Die Applikation erfolgte
mittels Knopfkanile (Acufirm Knopfkanile gerade,1,0 x 40mm, Ernst Kratz GmbH,
Deutschland) oral. Hierzu wurde die Maus mit der linken Hand im Nacken und an den
Beinen fixiert und mit der rechten Hand die Applikation des Medikaments bzw. der

isotonen Kochsalzlésung bei der Kontrollgruppe durchgefiihrt.

3.1.5 Toétung der Tiere

Nach zwei bzw. flinf Wochen erfolgte eine erneute radiologische Kontrolle des Femurs
der Versuchstiere. Hierzu wurde eine Narkose wie beschrieben durchgefiihrt.
AnschlieRend wurden die Tiere mittels Genickbruch getétet und die Femora zur

weiteren Untersuchung ausgebaut und asserviert.

Abb.15 Réntgenbild 5 Wochen postoperativ mit sichtbarer Kallusbildung.
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3.1.6 Praparation der Knochen

Um eine weitere Auswertung der Knochen durchfihren zu kénnen, mussten beide
Femora explantiert werden. Hierzu wurde die tote Maus in Bauchlage verbracht und
die Haut auf der kompletten Strecke Uber den Femora, vom Tibiaplateau bis hin zur
Hufte, eroffnet. Im Anschluss folgte die Durchtrennung der Patellarsehne mittels
Skalpell und Praparation des Femurknochens durch Entfernen der
Oberschenkelmuskulatur von Tibia bis zum Becken.

Im nachsten Schritt wurde der Femurknochen an der Hiftkapsel exartikuliert, so dass
der komplette Femurknochen entfernt werden konnte. Das nun noch am
Oberschenkelknochen verbliebene Weichteilgewebe wurde exzidiert. Mit einem
Explantationsinstrument wurde aus dem rechten Femur die implantierte Schraube
entfernt. Wahrend des kompletten Explantationsvorgangs war ein standiges Benetzen
mit NaCl 0,9% (Isotone Kochsalzlésung, Fa. B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) nétig, um ein Austrocknen zu verhindern.

Nach abgeschlossener Entfernung eines Femurs wurde dieser zunachst in mit NaCl
0,9% befeuchtete Tupfer eingeschlagen, um ein weiteres Austrocknen zu verhindern
und, nach Ausbau beider Femora, in Formalin 4% bis zur weiteren Auswertung
konserviert und bei -80°C eingefroren.

Fur die Western Blot Untersuchung erfolgte das Vorgehen analog. Hier wurde das
komplette Kallusgewebe der frakturierten Femora abprapariert und bis zur Auswertung
bei -80°C im Gefrierschrank (MDF-U55V, PHC Europe B.V., Den Haag, Niederlande)

kryokonserviert.

3.2 Zielkriterien und Auswertung

3.2.1 Radiologie

Die explantierten Femora wurden nach zwei und finf Wochen Frakturheilung
dorsoventral digital gerdntgt. Die Aufnahmen (Abb. 16) wurden mittels Réntgengerat
(MX-20-Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, IL, USA) mit einer Belichtungszeit von
10s und einer Spannung von 26kV angefertigt. Die Beurteilung der Knochenheilung

erfolgte anhand des Goldbergscores.
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Score

fehlende knécherne Uberbauung des
Fraktuspaltes

1 partielle Uberbauung des Fraktuspaltes

komplette knécherne Uberbauung des
Frakturspaltes

Tab. 2: Goldberg-Score

Abb. 16: Rontgenbild zur radiologischen Auswertung

3.2.2 Biomechanik

Die praparierten Femora der Maus wurden je nach Gruppe nach zwei bzw. finf
Wochen der biomechanischen Testung zugeflihrt. Bei dieser Testung wurde eine 3-
Punkt Biegung vorgenommen, ohne den Knochen zu zerstéren. Hierbei wurde die
Kallussteifigkeit [N/mm] mittels speziell hierfir konstruierter Apparatur (Mini-Zwick Z

2.5 - Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) gemessen und schliel3lich computergestitzt
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ausgewertet. Die Messung wurde immer im Vergleich zur gesunden Seite des
Mausfemurs durchgefiihrt, um interne Messfehler auszuschlie®en. Im Anschluss
wurde die Steifigkeit der kranken frakturierten Seite mit der gesunden Seite ins
Verhaltnis gesetzt und sowohl absolut als auch relativ in Prozent ausgewertet. Um
standardisierte Bedingung zu erreichen war es nétig, die Knochen immer gleich in die
Biegeeinrichtung zu legen. Dies geschah, indem die dorsale Seite des Knochens und
die Kondylen kranial zum Bolzen der Biegeeinrichtung zeigten. Der Abstand zwischen
den zwei unteren Stempeln betrug konstant 6 mm, die Kraftmessung erfolgte
kontinuierlich mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/min. Die Biegefestigkeit wurde im

linearen Teil des Kraft-Weg-Diagramms bestimmt.

Abb. 17: Positionierung des Femurs in der 3-Punkt-Biege-Einrichtung.

3.2.3 Histologie

Nach der biomechanischen Auswertung wurden die verheilten Femora fiir einen
Zeitraum von 12-24 h in Zink-Lésung (CH Zinc Fixativ, BD Bioscienes Pharmingen ™,
San Jose, CA, USA) fixiert, anschlielend 2 Wochen in 13%iger EDTA Lésung bei einer
Temperatur von 4°C entkalkt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils 1 Stunde
mit 70%, 80%, 90% sowie viermal eine Stunde mit 100% Alkohol) entwassert. Im
Anschluss erfolgte eine Behandlung mit Xylol von 3 mal 1 h, um eine Paraffingangigkeit
im Gewebe zu erreichen. Danach wurden die Knochen fur eine weitere Stunde in
heiRes Paraffin gegeben und zu Paraffinblocken ,gegossen®. Aus diesen fertigen
Blécken wurden dinne, 5um dicke Schnitte aus dem Bereich des maximalen

Kalluswachstums in longitudinaler und sagitaler Schnittflihrung angefertigt.
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Die anschlielRende Farbung erfolgte mit der Trichrome Masson Goldner Methode. Die
Digitalisierung der histologischen Schnitte nach Mikroskopie (Zeiss Axio Vision 3.1 und
Zeiss Axio Cam, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) erfolgte bei einer 1,25- fachen
Vergrolierung (Olympus BX 60 Microskope, Olympus, Tokio, Japan). Die digitale
Auswertung der histologischen Schnitte wurde mittels Bildbearbeitungsprogramm
(Image J Analysis System, U.S. National Institute of Health, Bethesda, MD, USA)

durchgefihrt. Es wurde folgende Parameter bestimmt:

e Periostale Gesamtkallusflache [mm?]
e Kndécherner Anteil innerhalb des periostalen Kallus [mm?]
e Knorpeliger Anteil innerhalb des periostalen Kallus [mm?]

e Bindegewebiger Anteil innerhalb des periostalen Kallus [mm?]

Nach Gerstenfeld et al. [44] wurden auf Grundlage der erhobenen Messdaten folgende

Zielwerte berechnet:
¢ Anteil von Knochengewebe an der Gesamtkallusflache:

Knochenf lache innerhalb der K allusregion (TOTAr)

- [%]
Gesamtkallusflache (CAr)
¢ Anteil von Knorpelgewebe an der Gesamtkallusflache:
Knorpelfliiche innerhalb der Kallusregion (CgAr) (%]
0

Gesamtkallusfléche (CAr)

¢ Anteil von Bindegewebe an der Gesamtkallusflache:

Bindegewebsfldche innerhalb der Kallusregion (FTAr)
Gesamtkallusfldche (CAr)

3.2.3.1 Trichrom-Masson-Goldner-Farbung

Die Trichrom-Masson-Goldner-Farbung ist eine Farbetechnik, bei der die
MolekiilgréRe des Farbstoffs ausschlaggebend fir die Farbung ist.
Neben histologischen Praparaten von vielen Organen und Strukturen eignet sich diese

Farbemethode besonders gut, um Knochen und umgebende Strukturen darzustellen.
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Hierbei imponieren kollagenes Bindegewebe grinlich, der Knochen stellt sich
leuchtend griin dar, das Zytosol rétlich, Muskulatur blassrot und die Zellkerne braun-
schwarz.

Nach der Farbung mit Eisenhamatoxilyn nach Weigert werden mehrere disperse
Farbstoffe aufgetragen. Hierzu zahlen Saurefuchsin, Ponceau de Xyldin, Orange G und
Lichtgrin. Diese kénnen simultan oder nacheinander angewendet werden. Die
Differenzierung zwischen den einzelnen Farbungsschritten erfolgt mittels

Phosphorwolframsaure.

Gewebestruktur Farbe

Zytoplasma Hellorange bis rot
Erythrozyten orangerot
Muskelgewebe blassrot
Mineralisierter .
Knochen Leuchtend grun
Kollagenes

Bindegewebe Grin

Tab. 3: Zellulares und extrazellulares Farbeverhalten bei der Trichrom Masson-Goldner-
Farbung.
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Abb. 18: Sagittaler, longitudinaler Schnitt durch das Femur (Trichrom Masson-Goldner-
Farbung): Bindegewebe (A) Knochen (B) Knorpel (C)
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3.2.4 Western Blot

Die Proteinexpression innerhalb des Kallusgewebes wurde mittels Western Blot
Analyse bestimmt. Die Untersuchungsgruppe flr den Western Blot rekrutierte sich aus
insgesamt 15 Versuchstieren, 5 in jeder Versuchsgruppe, die nach 2-wéchiger
Frakturheilung untersucht wurden.

Nach Entnahme der rechten Femora wurde das gesamte Kallusgewebe (knorpelige
und bindegewebige Anteile) isoliert und im Anschluss direkt mit flissigem Stickstoff
schockgefroren. Eine Kryokonservierung erfolgte bis zur Auswertung bei einer
konstanten, kontinuierlichen Temperatur von -80°C im Tiefklhlschrank. Bei der
Auswertung wurde die Proteinexpression folgender Marker bestimmt:

Morphogenetic protein-2 (BMP-2) und -4 (BMP -4), cytein-rich protein (CYR) 61,
vascilar endothel growth factor (VEGF), osteoprotegerin (OPG) und receptor activator
of NF-«xB ligand (RANKL).

Zur Bestimmung der Marker wurde in einem ersten Arbeitsschritt das Kallusgewebe in
Lysepuffer (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02%
NaNs, 0,2mM PMSF und Protease Inhibitor Cocktail und Protease Inhibitor Cocktail 2
(je 1:100 v/v; Sigma-Aldrich. Taufkirchen, Deutschland) homogenisiert. Im Anschluss
erfolgte eine 30-mindtige Inkubation aus Eis und eine Zentrifugation mit 16000 x g bei
4°C. Eine Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Lowry-Methode. Die
komplette Proteinprobe (10ug Protein pro Bahn) wurde diskontinuierlich auf
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel getrennt und auf Polyvinylendifluorid-
Membrane Ubertragen. Danach erfolgte die Blockade von nicht spezifischen
Bindungsstellen, bevor die Membranen flir 4 Stunden mit den folgenden Antikérpern
inkubiert wurden. Rabbit Anti-Mouse BMP-2 und Rabbit Anti-Mouse BMP-4 (1:100,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), Goat Anti-Mouse CYR 61 (1:100,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), rabbit Anti-Mouse VEGF (1:20,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), Rabbit Anti-Mouse OPG (Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) und Mouse Anti-Mouse RANKL (1:300,
Abcam, Cambridge, England). In der Folge wurden die Membranen fir 15 Stunden mit
korrespondierenden  Meerettich-Peroxidase  konjugierten  Sekundarantikdrpern
(1:5000, GE Healthcare Amersham, Freiburg Deutschland) intubiert.

Eine Sichtbarmachung der Proteinexpression erfolgte mittels Verwendung von
Luminol-enhanced Chemiluminescence (GE Healtcare Amersham, Freiburg,
Deutschland.

Eine densitometrische Beurteilung erfolgte (Quantity one, Geldoc, BioRad, Minchen

Deutschland). Um ungleiche Beladung zu korrigieren, erfolgte eine Normalisierung auf
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das jeweilige B-Actin-Signal (1: 20.000, anti-a-Tubulin, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland).

Protein Funktion
BMP-2 Knochenformationsmarker
BMP-4 Knochenformationsmarker
CYR61 Marlfer der Knochen- und Knorpelbildung sowie
Angiogenese
OPG Inhibition der Osteoklastogenese

RANKL Stimulation der Osteoklastogenese

VEGF Stimulation der Angiogenese

Tab.4: Ubersicht der in der Western Blot Untersuchung bestimmten Wachstumsfaktoren.

3.3 Statistik

Die in dieser Arbeit vorliegenden statistischen Daten wurden als Mittelwerte (MW) +
Standardfehler (SEM) angegeben. Nach primarer Prifung der Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test und F-Test zur Uberpriifung der Varianzengleichheit wurde
ein  Gruppenvergleich mittels Student's t-Test durchgefiihrt. Wurde keine
Normalverteilung erreicht, kam es zur Anwendung des Wilcoxon-Mann-Withney-Test.
Die Statistische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme von SigmaPlot 13.0 (Systat
Software GmbH, Erkrath, Deutschland) erstellt. Das Signifikanzniveau lag bei einem p-
Wert < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Radiologie

Bei der radiologischen Untersuchung zeigte sich im Beobachtungszeitraum von 2- bzw.
5- Wochen, dass der Goldbergscore in beiden Gruppen nach Gabe von Amlodipin

hdhere Werte im Vergleich zur Kontrolle auswies. Dieser Unterschied war jedoch nicht

signifikant (p>0,05).

Amledipin hoch Ampin hoch

Abb. 19: Rdntgenbilder der Femora: Kontrollgruppe: 2 Wochen(A) 5 Wochen (B) postoperativ
Amlodipin 1mg/kg/lKG 2Wochen (C) 5 Wochen (D) postoperativ, Amlodipin 3mg/kg/KG
2 Wochen (E) 5 Wochen (F) postoperativ
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Abb.20: Goldberg-Score: Kontrollgruppe (weile Skalierung, n=8), Amlodpin niedrige Dosis
1mg/kg/KG (graue Skalierung, n=8), Amlodipin hohe Dosis 3mg/kg/KG (schwarze Skalierung,
n=8) nach 2 Wochen (A) und 5 Wochen (B) nach Frakturheilung. MW + SEM.
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4.2 Biomechanik

Die Biegefestigkeit wurde mittels 3-Punkt-Biegung bestimmt. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt sowohl als Absolutwert [N/mm] als auch relativ in Prozent [%] zur
nichtfrakturierten Gegenseite. Dies lasst die Berlicksichtigung von individuellen
Unterschieden zu.

Die biomechanische Analyse der Femora zeigte sowohl nach einem
Beobachtungszeitraum von zwei (Abb. 21 A, 22 A), als auch nach fiinf Wochen (Abb.21
B, 22 B), eine erhdhte absolute, als auch relative Biegefestigkeit im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Statistisch war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant.
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Abb.21: Absolute Biegefestigkeit der frakturierten Knochen. 2 Wochen postoperativ (A)
5 Wochen postoperativ (B). MW + SEM.
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Abb. 22: Relative Biegefestigkeit der frakturierten Knochen. 2 Wochen postoperativ (A).
5 Wochen postoperativ (B). MW + SEM.
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4.3 Histologie

Die histologische Analyse des Frakturkallus wurde am sagitalen longitudinalen
Schnittpraparat in Héhe des maximalen Kallusdurchmessers durchgeflhrt.

Die Auswertung zeigte in allen 3 Studiengruppen (hohe Dosis Amlodipin, niedrige
Dosis Amlodipin und Kontrollgruppe mit NaCl 0,9%) eine sekundare Frakturheilung mit
hierfir typischer Kallusbildung einschlief3lich intramembrandser und enchondraler
Ossifikation (Abb. 23). Das Knochengewebe war 2 Wochen und auch 5 Wochen
postoperativ sowohl in der Gruppe, welche eine hohe Dosierung Amlodipin erhielt, als

auch in der Gruppe, die eine geringere Dosis Amlodipin erhielt, signifikant erhoht.

Die Menge an Knorpelgewebe war 2 Wochen postoperativ, im Vergleich zur Kontrolle,
in beiden Amlodipingruppen signifikant erniedrigt. 5 Wochen postoperativ zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Nach 5 Wochen war nahezu kein Knorpelgewebe

mehr nachweisbar.

Der Bindegewebsanteil unterschied sich 2 Wochen postoperativ nicht signifikant.
5 Wochen postoperativ war sowohl nach Gabe von 1mg/kg/KG als auch bei 3

mg/kg/KG Amlodipin signifikant weniger Bindegewebe nachweisbar.
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Abb.23: Histologische Schnittpraparate in Trichrom-Masson-Goldner-Farbung: Kontrolle 2
Wochen (A), Kontrolle 5 Wochen (B), Amlodipin 1mg/kg/KG 2 Wochen (C), Amlodipin
1mg/kg/KG 5 Wochen (D), Amlodipin 3mg/kg/KG 2 Wochen (E), Amlodipin 3mg/kg/KG 5
Wochen (F)
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Abb. 24: Knochenanteil im periostalen Kallusgewebe. 2 Wochen postoperativ (A). 5 Wochen

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

2 Wochen
100
_ 801
X
N
< 60 |
< I
Q
— 40 A *
< ¥ I *
S
20 |
0 ‘ :
N © &
o‘$0 {\\e’b N
« «\o &
R oé'
NS S
W& ¥

CgAr/CAr (%)

100

80 1

60 -

40 +

20 +

5 Wochen

R N @o
¥ v

Abb. 25: Knorpelanteil im periostalen Kallusgewebe. 2 Wochen postoperativ (A). 5 Wochen
postoperativ (B). MW + SEM. * p <0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 26: Bindegewebeanteil im periostalen Kallusgewebe. 2 Wochen postoperativ (A).
5 Wochen postoperativ (B).MW £ SEM. * p <0,05 vs. Kontrolle.

4.4 Western Blot

Die Analyse Proteinexpression im Kallusgewebe erfolgte zwei Wochen postoperativ.
Hier zeigte sich, dass eine Behandlung mit niedriger und hoher Amlodipindosis zu einer
signifikanten Erhéhung der BMP-2 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe fihrt.
Darlber hinaus war auch eine erhéhte Expression von BMP-4 nach Behandlung von
Amlodipin mit hoher und niedriger Dosierung nachweisbar. Dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Bei der Analyse der Expression von Cyr 61 war ein leichter
Anstieg in der Gruppe nach hdherer Dosierung gegeniber der niedrigdosierten Gruppe
und mit NaCl 0,9% behandelten Tiere zu finden. Dieser war jedoch nicht signifikant.
Zudem war die Expression von VEGF zwischen den Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich.

Die Expression von OPG, einem Inhibitor der Osteoklastengenese, war bei der
niedrigdosierten Gruppe (12,7 + 2,2) fast zwei- und bei der héherdosierten Gruppe fast
vierfach (32,6 + 5,5) erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe (7,4 + 2,3). RANKL, ein
Stimulator der Osteoklastogenese, war sogar vierfach (3,1 = 0,8) erhéht bei der
niedrigdosierten Amlodipingruppe und achtfach erhéht (5,7 = 1,1) bei der
hoherdosierten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (0,7 £ 0,1). Dies flihrte zu einer
Abnahme des OPG/RANKL-Verhaltnisses sowohl in der niedrigdosierten als auch in

der hochdosierten Amlodipingruppe.
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Abb. 27: Western Blot Analyse von BMP-2 (A) vs. Kontrolle. MW + SEM. * p< 0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 28: Western Blot Analyse von BMP-4 (B) MW + SEM.
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Abb. 29: Western Blot Analyse von Cyr61 (C) MW + SEM.
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Abb. 30: Western Blot Analyse von VEGF (D) MW + SEM.
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Abb. 31: Western Blot Analyse von OPG (E) MW + SEM. * p< 0,05 vs. Kontrolle. # p< 0,05 vs.
Amlodipin niedrig.
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Abb. 32: Western Blot Analyse von RANKL (F) MW £ SEM. * p< 0,05 vs. Kontrolle. # p< 0,05
vs. Amlodipin niedrig.
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Abb. 33: Western Blot Analyse: Quotient OPG/RANKL (G) MW + SEM.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Bis heute sind die sehr komplexen pathophysiologischen und biochemischen
Mechanismen der Knochenheilung und Regeneration immer noch nicht vollstandig
untersucht. Sie sind Gegenstand zahlreicher Studien, um ein besseres Verstandnis
Uber die Knochenheilung und somit auch der damit verbundenen Therapie zu erlangen.
Die bisher erlangten Erkenntnisse aus dem Bereich der Grundlagenforschung
stammen zum grolten Teil aus Untersuchungen am lebenden Organismus. Im
Tiermodell lasst sich das Zusammenspiel vieler Faktoren von Zellen und Geweben
wahrend der Knochenheilung sehr gut analysieren. Trotz zunehmenden Fortschritten
in der Entwicklung von Alternativen zur Beurteilung der Knochenheilung, ist es bisher
nicht gelungen, alle Schritte und Komponenten dieses hochkomplexen Vorgangs ex
vivo abzubilden. Es gibt mittlerweile viele Modelle, die auf computergestitzter Technik
basieren und als Simulationsmodelle im Einsatz sind. Dartber hinaus ist es auch
gelungen, die Knochenheilung am 3D Modell mit Hilfe von menschlichem Zellmaterial
zu simulieren [77]. Diese ,gezlchteten® knochenahnlichen Gewebe kommen dem
physiologischen Gewebe sehr nah. So wird auch ein Frakturhdmatom, welches bei
ZerreilRen von Gefallen im Rahmen einer Fraktur entsteht, simuliert. AuRere Einfliisse,
die auf einen lebenden Organismus wirken, wie z.B. Blutdruck, Herz-Zeit-Volumen oder
ahnliches, lassen sich jedoch an Ex-Vivo-Modellen kaum darstellen. Vor allem die zu
Beginn der Knochenheilung initiierte inflammatorische Phase mit multidimensionalen
proteinbiochemischen Prozessen ist nicht in Ganze darstellbar [46]. So ist das
Tiermodell bei der Erforschung dieser hochkomplexen, verschiedenartigen
biomolekularen Ablaufe nach wie vor der Goldstandard und in der weiteren

Erforschung der Knochenheilung unverzichtbar [122].

Bei der Wahl der Versuchstiere unterscheidet man prinzipiell 2 Tiermodelle. Zu einem
sind dies Grofdtiere wie Rinder, Schafe, Schweine, Pferde, Hunde und zum anderen
Kleintiere wie Kaninchen, Ratten oder Mause.

Bei der Auswahl des Versuchstiers missen die Vor- und Nachteile analysiert werden.
So bietet das Groftiermodell oftmals bessere anatomische Gegebenheiten in Bezug
auf den Menschen. Damit kann eine operative Versorgung technisch einfacher

realisiert werden.
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Als nachteilig erweist sich jedoch bei den Groftiermodellen die Anschaffung und der
grolie logistische Aufwand, was die Betreuung, Unterbringung und Versorgung

betreffen. Des Weiteren sind vor allem medikamentose Studien deutlich teurer.

Der entscheidende Vorteil bei Kleintieren ist die in der Regel weniger aufwandige und
somit auch kostengunstigere Haltung der Tiere [1]. Somit kbnnen auch gréfRere Gruppe
untersucht werden.

Der Vorteil des Mausmodels ist der, dass das Genom bereits vollstandig entschllisselt
ist. Hierdurch ist es mdglich, auch genetisch modifizierte Tiere zu untersuchen. So
existieren viele Stdmme transgener Mause sowie spezifische Antikérper [65].

Diese modifizierten Stdmme eignen sich im Besonderen zur Erforschung und
Untersuchung von molekularen Mechanismen der biochemischen und
pathophysiologischen Prozesse wahrend der Knochenheilung und Regeneration
[111,131].

Die Maus besitzt einen dem Menschen sehr dhnlichen Knochenstoffwechsel, was eine
Vergleichbarkeit bezliglich diesem erlaubt [65,125].

Als Nachteil erweist sich jedoch der Aufbau des Knochens im Mausmodell. Dieser
unterscheidet sich von dem des Menschen, so dass eine Ubertragung der Ergebnisse
kritisch diskutiert werden muss. Der murine Knochen besitzt kein Haverssystem,
sondern so genannte Resorptionshéhlen, die in unmittelbarer Nahe zur Fraktur
entstehen und durch Osteoblasten beim Remodellingprozess aufgeflllt werden. Die

Funktionsweise ist zwar vergleichbar, jedoch nicht identisch [114].

Darlber hinaus bleibt die Epiphysenfuge der Maus wahrend des kompletten Lebens
gedffnet und verschlieBt sich zu keinem Zeitpunkt. Das Trabekelwerk im
Epiphysenbereich ist gegenliber Grolitieren und dem Menschen weniger ausgepragt.
Fur die Untersuchung der Frakturheilung am Mausmodell wurden bereits vielzahlige
Frakturmodelle entwickelt [65,104,117,125]. Diese Modelle unterscheiden sich
bezlglich der Art, der Lokalisation und der Versorgung der Fraktur [65].

Am murinen Modell wurden hier an Rippen, Tibia und Femur unterschiedliche
Untersuchungen vorgenommen [24,78,98].

In der vorliegenden Arbeit wurde das etablierte Frakturmodell des Femurs bei

erwachsenen CD 1 Mausen verwendet.

Ferner ist dieses Modell dadurch gut mit anderen Studien aus der Vergangenheit
vergleichbar.
Hierbei wurde das Femur nach Fraktur operativ mittels intramedullarer Zugschraube

versorgt.
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Das Femur bietet aufgrund seiner homogenen Form gegeniber anderen Knochen und
Knochenpartien der Maus, wie  z.B. der Tibia deutlich bessere
Untersuchungsbedingungen, vor allem biomechanisch.

Obwohl das Frakturmodell der Tibia [60] bereits in sehr vielen Studien verwendet
wurde, weist das Mausmodell gewisse Nachteile auf.

So kommt es gerade bei geschlossener Frakturierung der Tibia haufig zu
Begleitverletzungen im Sinne einer Fibulafraktur. In der sich anschlieRenden
Knochenheilung bildet sich ein Kallus zwischen beiden Knochen mit Synostose
zwischen Fibula und Tibia, so dass eine isolierte Beurteilung der Heilung im Bereich
der Tibia nicht erfolgen kann und die biomechanische Untersuchung mafRgeblich
beeinflusst werden [139].

Darlber hinaus erweist sich die Tibia bei der systematischen biomechanischen
Testung aufgrund ihrer morphologischen Konfiguration als nachteilig gegeniiber dem
gleichmaBigen runden Querschnitt des Femurs. Die Weichteildeckung ist geringer als
am Femur, was das Entstehen von Infektionen im Bereich der Fraktur férdern kann und
die Heilung beeintrachtigt.

Sowohl bei der Tibia als auf beim Femurknochen im Mausmodell ist aufgrund der
kleinen Dimensionen grof3es handwerkliches Geschick erforderlich [73]. So weist das
Femur bei einer Lange von durchschnittlich 15 mm lediglich einen Durchmesser von
1,5 mm auf. Die technische Anfertigung von Ostesynthesematerial stellt sich deshalb
als schwierig dar.

Das in dieser Studie verwendete Frakturmodell mittels intramedullarer Schraube wurde
2009 von Holstein et. al. eingeflihrt [74]. Seitdem wurde die Schraube bereits in vielen
Studien zur Untersuchung der Knochenheilung eingesetzt [64,67,68,70,117].

Die verwendete intramedullare Schraube (Mousescrew®) ist eine Zugschraube. Durch
den distalen Konus und das proximale Gewinde erlaubt die Schraube eine
Frakturspaltkompression. Somit ist nicht nur eine Rotationstabilitdt gewahrleistet,
sondern auch eine axiale Stabilitat [74].

Bei den bereits in der Vergangenheit angewendeten Modellen mit einem Pin oder einer
einfachen Kanule war dies nicht der Fall [73,99]. Bei fehlender Rotationsstabilitat
lassen sich keine vergleichbaren und standardisierten Untersuchungsbedingungen
schaffen. Dies liegt vor allem daran, dass die mechanischen Gegebenheiten im

Frakturspalt einen sehr entscheidenden Einfluss auf die Frakturheilung haben [28,61].
Durch die minimale Invasivitat beim Einbringen der Schraube und der standardisierten

geschlossenen Fraktur mittels Guillotine gehdrt dieses Verfahren zu den

geschlossenen Frakturmodellen [61,74].
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Die Beurteilung der Knochenheilung erfolgte nach einem Zeitraum von zwei bzw. flinf
Wochen postoperativ.
Die Wahl dieser Beobachtungzeitraume begriindet auf bereits durchgefiihrte Studien.

Grundsatzlich lauft die Heilung bei der Maus schneller ab als beim Menschen.

Studien von Mannograsso und O’Connor beschrieben eine maximale Kallusbildung im
Mausmodell nach Marknagelosteosynthese nach zwei Wochen. Eine kndcherne
Durchbauung des Kallus war nach knapp vier Wochen und ein Remodelling nach sechs
Wochen zu beobachten [99].

Dabei dient der Zeitraum von zwei Wochen dazu, Aussagen Uber die frihe
Frakturheilung zu treffen. Der Zeitpunkt von finf Wochen gewahrleistet eine Aussage
Uber die spatere Frakturheilung.

Auch kénnen hierdurch Rickschlisse auf einen kurz- und einen langfristigen Effekt der

Amlodipintherapie auf die Frakturheilung geschlossen werden.

Ein bis drei Tage postoperativ konnte ein physiologischer Bewegungsablauf ohne
Schonen und mit normaler Belastung der betroffenen Extremitat bei den Mausen
beobachtet werden. Es zeigten sich keine Wundheilungsstérungen oder Zeichen einer

Infektion.

Amlodipin wurde mittels Handmorser zu Pulver verarbeitet, in der Folge in Wasser
geldést, und dann Uber eine Sonde oral in einer Dosierung von 1mg/kg/KG bzw.
3mg/kg/KG verabreicht. Die Dosierung zur Therapie eines Hypertonus betragt in der
Regel zwischen 5 mg und 10 mg einmal taglich. Dies entspricht einer Dosierung von
ca. 0,06-0,13 mg/kg/KG. Bei geriatrischen Patienten betragt die Dosis 2,5mg einmal
taglich. Bei Kindern unter 6 Jahren betragt die Dosis 0,05-0,2 mg/kg/Kg pro Tag [154].
Somit kam hier eine wesentlich hohere Dosis des Medikaments zum Einsatz, als dies
in der Therapie des hypertensiven Krankheitsbilds der Fall ist. Bei anderen
tierexperimentellen Studien zur Knochenheilung unter Amlodipin wurden andere
Dosierungen des Medikaments genutzt. Bei einer Untersuchung zur Frakturheilung bei
Frakturen des Ramus mandibularis im Rattenmodell wurden Dosierungen von ca.
0,16mg/kg/KG eingesetzt. Hier wurde die Dosis jedoch nicht fiir jedes Tier genau am
Gewicht adaptiert, sondern jede Ratte, deren Durchschnittsgewicht 250 g betrug,
bekam 0,04mg Amlodipin oral einmal taglich [105].

Bei Untersuchungen zur antireproduktiven Wirkung von Amlodipin bei Ratten wurde
ebenfalls eine Dosierung von 0,4mg/d Uber einen Zeitraum von 30 Tagen verabreicht.
Die Applikation erfolgte jedoch s.c., das Durchschnittsgewicht belief sich auf 170,2 +
2,3g [5].
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In einer weiteren Studie von Atalay et al. wurde eine Mischung von Amlodipin und
plattchenreichem Plasma auf die Knochenheilung untersucht.

Hier wurde ebenfalls 0,04 mg Amlodipin bei der Ratte mit Tibiadefekt taglich
verabreicht [8].

Die Dosierungen von Amlodipin, wurden anhand von kardiologischen Studien gewahlt.
So haben Civantos et. al 2004 Untersuchungen nach Gabe von Amlodipin, bei
hypertensiven Ratten in einer Dosierung von 1mg/kg/KG am Tag im Trinkwasser
untersucht [27].

Im Anschluss an die oben beschriebenen Beobachtungszeitraume wurde die Femora
nach Toétung der Tiere mittels Genickbruch zu weiteren radiologischen, biochemischen,

histomorphologischen und biomechanischen Untersuchungen asserviert.

Zur Auswertung der Biomechanik kénnen verschiedene Untersuchungen durchgefihrt
werden. Hierzu zahlen u.a. der 3-Punktbiegeversuche, 4-Punkt-Biegeversuche oder
auch Rotationstestungen. In der vorliegenden Arbeit wurde die 3-Punkt-Biegung
verwendet. Dieses Verfahren stellte eine etablierte Testung zur Untersuchung der
Biomechanik ohne Zerstérung des Knochens dar. Die Biegefestigkeit wird in einem

Kraft-Weg-Diagramm dargestellt und kann in der Folge ausgewertet werden [61].

Nach Burstein et. al stellt die 4-Punkt-Biegung biomechanisch das beste Testverfahren

dar, da hier die Kraft auf eine grofiere Flache verteilt wird [17].

Bei einer sehr kurzen Femurlange im Mausmodell (ca. 15-17 mm) konnte diese
Testung nicht angewendet werden [145].

Die Rotationstestung in Bezug auf die Frakturfestigkeit ist ebenfalls ein maogliches
Verfahren, um die Stabilitat der Fraktur nach der Heilung zu Uberprifen.

Der Nachteil der Rotationstestung ist jedoch der, dass der Knochen nicht
zerstorungsfrei untersucht werden kann, so dass der Knochen nicht flir weitergehende
Untersuchungen zur Verfligung steht. Dies hatte zur Folge, dass sich die Anzahl der

Versuchstiere deutlich erhoht.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie wurde die Wirkung von Amlodipin auf die Frakturheilung im murinen
Modell untersucht. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass Amlodipin die Heilung
verbessert, indem es die Knochenneubildung im Kallusgewebe induziert. Bei der
Analyse zeigte sich zudem eine verringerte Menge an Knorpel- und Bindegewebe im
Kallus im Vergleich zur Kontrollgruppe, was fiir eine Beschleunigung des

Frakturheilungsprozesses spricht.

Die verbesserte Knochenheilung nach Gabe von Amlodipin war mit einer erhéhten
Biegefestigkeit, einer verstarkten Expression der osteogenen Faktoren BMP-2 und
BMP-4 sowie einer erhdhten Expression des angiogenen Faktors VEGF verbunden.

Die Gewebeverteilung im Kallus unterschied sich hinsichtlich der Dosierung nicht.

Calciumkanalantagonisten sind in der Therapie des arteriellen Hypertonus haufig
eingesetzte und weit verbreitete Medikamente. Darliber hinaus finden sie Einsatz bei
der Therapie der koronaren Herzkrankheit, vasospastischer, chronischer stabiler
Angina pectoris, bei Achalasie, Raynaudsyndrom, pulmonaler Hypertonie und bei
Herzrhythmusstérungen.

Klinische und experimentelle Studien bestatigen den Kalziumkanalblockern die
Fahigkeit, kardiovaskulare Ereignisse durch eine effektive Reduktion des Blutdrucks zu
senken [27,97].

Man unterscheidet bei den Kalziumkanalblockern drei verschiedene Arten bzw. Typen.

Hierzu zahlen der Phenylalkyltyp, der Benzothiazepintyp und der Dihydropyridintyp.

Amlodipin gehdrt zu den Calciumkanalantagonisten vom Dihydropyridintyp.

Dieses Medikament wirkt als Kalziumkanalantagonist hemmend auf den
Kalziumeinstrom durch spannungsgesteuerte transmembranare L-Typ Kalziumkanale.
Dies fuhrt zu einer Abnahme der intrazellularen Kalziumkonzentration und somit zu
einer Entspannung der glatten Muskelzellen, v.a. in GefaRen und an den
Herzmuskelzellen. Dies wiederum fiihrt zu einer Abnahme der Schlagkraft (Inotropie),
zu einer Reduktion des systemischen Gefallwiderstandes und somit zu einer
Reduktion des Blutdrucks. Im Weiteren ist eine Wirkung auf das Reizleitungssystem
beschrieben. Hier kommt es durch die Hemmung spezialisierter Zellen, die fir die
Erregungsausbreitung und Erregungsleitung am Herzen verantwortlich sind, zu einer
Abnahme der Aktivitdt. Dies fiihrt zu einer Verlangsamung der Uberleitung
(Dromotropie) [30].
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Die Vermittlung dieser Funktion in den spezialisierten Zellen erfolgt vornehmlich tber
T-Typ Calciumkanéle. Diese sind an der Schrittmacherfunktion im Sinus- und AV
Knoten beteiligt [82].

Darlber hinaus haben sie auch Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel.

Arbeiten der Arbeitsgruppe Halici et al. 2008 zeigten, dass die Einnahme von Amlodipin
protektiv auf den Knochen in ovarektomierten Ratten wirkt. Sowohl in einer niedrigen
Dosis (1mg/kg/KG) als auch in einer hohen Dosis (3mg/kg/KG) konnte eine signifikant

hdhere Calcium- und Phosphatkonzentration gemessen werden [54].

In einer weiteren Arbeit wurde die Wirkung von Kalziumkanalantagonisten auf den
Knochen im Rattenmodell nach Ovarektomie und inflammatorisch induzierter
Osteoporose untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Knochendichte im
ovarektomierten Rattenmodell in der Kontrollgruppe signifikant niedriger war im
Vergleich zu den Tieren, die einen Kalziumantagonisten erhielten. Darlber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit Amlodipin produktiv wirkt und
die Expression von Runx 2 um das 3-4-fache steigerte. So konnte postuliert werden,
dass Kalziumkanalblocker (Amlodipin und Lavidipin) einen neuen therapeutischen

Ansatz in der Therapie der Osteoporose darstellen kénnten [81].

Zivna et al. untersuchten die Wirkung von Amlodpin auf den osteopenischen Knochen
nach Orchiektomie bei spontan hypertensiven Ratten.

Es wurden verschiedene Knochenmarker, die Knochendichte und die
biomechanischen Eigenschaften untersucht. Ergebnis der Untersuchung war, dass
Amlodipin  keinen negativen Einfluss auf die Knochendichte und den
Knochenstoffwechsel hat [165].

In unseren Untersuchungen konnte ebenfalls eine vermehrte Knochenbildung
nachgewiesen werden. Sowohl in hoher (3mg/kg/KG) als auch in niedriger Dosierung
(1mg/kg/KG). Dies ist wahrscheinlich durch die erhdhte Expression von BMP-2 und
BMP-4 bedingt.

Die Bedeutung von BMP 2 auf den Knochenstoffwechsel und den Knochenbau wurde

vielfach untersucht.

Bei Knockout Kaninschen konnte gezeigt werden, dass ohne den Effeckt von BMP-2
die Knocheneigenschaften und das Wachstum deutlich verschlechtert war. Das

Gesamtkorpergewicht war um 20 % reduziert. Bei der Analyse des Knochens der Tibia
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zeigte sich eine Verringerung der Grolke und des Volumens des kortikalen und
spongidsen Anteils. Die biomechanischen Untersuchungen der Tibia zeigte eine
30%ige Verringerung der Kraft gegenlber der Kontrollgruppe. Somit konnte gezeigt
werden, dass BMP 2 eine wichtige Rolle fir das Wachstum, die Struktur und die Starke
des Skeletts spielt [101].

Nishiya et al. untersuchten bereits im Jahr 2001 den Effekt verschiedener
Antihypertensiva auf die Funktion der Osteoblasten und somit auf die Knochenheilung.
Grundlage der Studie war die Beobachtung, dass viele Studien einen Zusammenhang
zwischen Bluthochdruck und einem erhdhten Risiko flir Knochenverlust aufzeigten.
Wahrend der Differenzierung exprimieren Osteoblasten Kollagen Typ |, alkalische
Phosphatase und andere Knochenmatrixproteine und unterliegen schliellich einer
Mineralablagerung. Die Untersuchung erfolgte an klonalen MC3T3-E1 Zellen. Es
wurde gezeigt, dass es durch die Gabe von Calciumkanalblockern vom Dihydropyridin-
Typ, wie z.B. Amlodipin, zu einer erhéhten Aktivitat der alkalischen Phosphatase kam.
Darlber hinaus blockierten diese Substanzen den spannungsabhangigen
Calciumeinstrom an Caliciumkanalen vom L-Typ. Die Kollagenakkumulation wurde
nicht beeinflusst. Es wurde gezeigt, dass Amlodipin die In-Vitro Mineralisation erhéhte
[112].

Somit lasst sich postulieren, dass in der vorliegenden Untersuchung die verstarkte
Expression von BMP’s im Kallus eine Stimulation der Osteoblasten ausgel6st hat.
BMP-2 induziert die Knochenbildung in vivo durch die Stimulation der Differenzierung
von mesenchymalen Stammstellen und Knochenvorlauferzellen zu Osteoblasten
[25,103].

Orth et al. untersuchten die Heilung von atrophen Pseudarthrosen. Sie konnten zeigen,
dass nach Einbringen von BMP-2 beschichteten Mineral-Coated-microparticles (MCM)
eine signifikant hohere Biegefestigkeit nachgewiesen werden konnte.

Die histologische Auswertung zeigte ferner, dass der Kallus grélker war, mehr
Knochengewebe und weniger Bindegewebe enthielt. Nach 10 Wochen war eine
vollstandige Knochendurchbauung zu sehen. Dies spricht daflr, dass die Anwendung
von BMP-2 beschichteten Mineral-Coated-Micorpaticles die Knochenheilung in

Pseudarthrosen verbessert [116].

Rivera et al. konnten bei Untersuchungen an Stammzellen zeigen, dass durch BMP 2

und BMP 4 die Knochenbildung durch Beeinflussung der Zytokinfreisetzung verbessert
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war [128]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass BMP 4 die Expression von VEGF

stimuliert.

In einem aktuellen Review von Garcia J et al. 2020 wurde gezeigt, dass miRNAs Uber

eine Stimulation von BMPs bei lokalem Einsatz die Knochenbildung férdern [43].

Dubey et al. konnten zeigen, dass bei der Zusammenflhrung eines 3-D Gerlsts aus
makro-/mikroporéser nanofaseriger Cellulose und niedrigdosierten mesenchymalen
Mauszellen aus BMP-2 eine verbesserte Sekretion und Reifung der Knochenmatrix

gegeniber nicht mit BMP-2 exprimierten Zellen bestand [32].

In der vorliegenden Arbeit konnten wir ebenfalls eine erhéhte Expression von VEGF
nach Gabe von Amlodipin nachweisen. VEGF gilt als wichtiger Faktor sowohl fir die
Gefalneubildung als auch fir die Bildung von Endothel. Weitere wichtige Funktionen
sind die stimulierende Wirkung auf Makrophagen und Monozyten. Dariiber hinaus ist
VEGF auch an der pathologischen Angiogenese beteiligt und mit vielen Tumoren
assoziiert [19]. VEGF spielt jedoch auch eine entscheidende Rolle bei der
Knochenheilung. Eine ausreichende Vaskularisation ist unabdingbare Voraussetzung
fur eine suffiziente Knochenheilung und eine ausreichende Nahrstoffzufuhr [18].

Eine Hemmung von VEGF und somit der Signalibertragung flihrt zu einer

Beeintrachtigung der Knochenheilung.

So konnten Hausmann et al. 2001 zeigen, dass die Heilung im Rattenmodell nach
Gabe eines VEGF-Inhibitors (TNP-470) deutlich verschlechtert war [18].

Li et al. zeigten, dass eine Behandlung mit VEGF bei Frakturen der Tibia zur besseren
Heilung fuhrt. Es wurden 3 Gruppen gebildet. Bei der ersten wurde die Fraktur mit
VEGF transfundierten Fibroblasten behandelt, bei der zweiten nur mit Fibroblasten und
die dritte Gruppe erhielt eine Behandlung mit NaCl 0,9%. Nach einem
Beobachtungszeitraum von 12 Wochen war in der VEGF Gruppe eine signifikant
hohere Heilung und Ossifikation Giber den kompletten Defekt nachweisbar.

Diese Ergebnisse zeigten, dass eine zellbasierte Gentherapie mit VEGF einen
signifikanten Effekt durch verstarkte Angio- und Osteogenese bei der Heilung eines

Segmentdefekts im Tibiaknochen von Kaninchen besitzt [90].

Cyr 61 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Knochenheilung. So stimuliert dieses
Protein die Differenzierung und Proliferation der Osteoblasten und vermittelt somit eine

gesteigerte Produktion der Knochensubstanz.
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Im Rahmen von Untersuchung des Wnt-Signalwegs konnte bei der osteogenen
Differenzierung von pluripotenten Stammzellen gezeigt werden, dass die Stimulation
der Stammzellen mit Wnt3A eine vermehrte Expression von Cyr61 und CCN1
aufwiesen. Ebenso fuhrte der durch RNA-Interferenz vermittelte Abbau der
CCN1/Cyr61-Expression zu einer Verringerung der Wnt3A induzierten osteogenen
Differenzierung.

Es wurde nachgewiesen, dass exogen exprimiertes CCN1/Cyr 61 zudem die Migration

von mesenchymalen Stammzellen férderte [140].

Cyr61 wirkt als extrazellulares Signalmolekil im menschlichen Knochen. Die
Regulation erfolgt durch 1a, 25-Dihydroxyvitamin D(3) [89].

Frey et al. untersuchten die Wirkung von Cyr61 auf die Kallusregeneration nach einem
akuten Muskel-Skeletttrauma am Kaninchen. Es konnte gezeigt werden, dass die
lokale Therapie von Cyr61 einen positiven Effekt auf die Knochenheilung in diesem
Traumamodell beim Kaninchen besitzt. Die Regeneration des Kallus war sowohl in der
histologischen als auch in der radiologischen und biomechanischen Analyse besser als

in der Kontrollgruppe [39].

In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass durch eine
selektive Hemmung von Phosphodiesterase-3 (PDE-3) und PDE-5, eine beschleunigte
Heilung nach Knochenfrakturen eintritt. Dies geschieht Uber einen Cyr61 assoziierten
Weg [58,66].

In der vorliegenden Studie fanden wir einen leichten Anstieg der Cyr61-Expression in
der Gruppe der Mause, die mit hochdosiertem (3mg/kg/KG) Amlodipin behandelt

wurden.

RANKL ist ein potenter Aktivator der Knochenresorption durch Bindung an RANK an
monozytaren Osteoklasten-Progenitorzellen. Dies fiuhrt zu einer Differenzierung von
Osteoklasten und fordert somit den Knochenab- und umbau. OPG ist der Gegenspieler
von RANKL und RANK. So kam es bei einer erhéhten Expression von OPG zu einer
verminderten Aktivitdt der Osteoklastendifferenzierung. Dies geschieht durch eine
Hemmung der RANKL/RANK-Bindung durch OPG [88,143].

In einer zahnmedizinischen Untersuchung von Bayer Alinca et al. 2020 zur
Untersuchung von Parodontitis verursachten Knochenschaden und deren Reduktion

durch Ozon- und Lasertherapie, konnte gezeigt werden, dass der alveolare
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Knochenverlust unter beiden Therapiearten geringer ist. Dartiber hinaus wurde gezeigt,
dass dies mit einer signifikant niedrigeren Anzahl an RANKL-positiven Zellen und einer

signifikant erhdhten Anzahl an OPG-positiven Zellen assoziiert war [11].

Gerstenfeld et al. konnten zeigen, dass die Knorpelresorption wahrend der

Frakturheilung mit einem Peak in der RANKL- und OPG-Expression verbunden ist [45].

Darlber hinaus konnten wir in friiheren Studien zeigen, dass die Hemmung von
RANKL durch den Einsatz von Pantoprazol und Melatonin den Prozess des
Knochenumbaus verzoégert und bei Mausen zu einer Beeintrachtigung der
Frakturheilung fihrt [67,69].

Dies zeigt, dass eine erfolgreiche Knochenheilung eine osteoklastenvermittelte

Knorpel- und Knochenresorption erfordert.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine vermehrte Expression von OPG nachgewiesen.
Die Expression von RANKL war ebenfalls signifikant erhéht, was sich in einem
verminderten OPG/RANKL-Quotient ausdruckt.

Die erhbhte Osteoklastenaktivitat ist wahrscheinlich fir die beschleunigte

Knochenheilung nach Behandlung mit Amlodipin verantwortlich.
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