Aus dem Bereich

Unfall-, Hand-, und Wiederherstellungschirurgie der Medizinischen Fakultat
der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar

Direktor: Prof. Dr. med. E. Liodakis

Einfluss von Simvastatin auf die Frakturheilung im murinen
Ischamiemodell

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

2025

vorgelegt von: Jana Finkler

geboren am: 31.03.2000 in Wadern




Tag der Promotion: 21.08.2025
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Matthias Hannig
1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Marcel Orth

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Stefan Landgraeber



Inhaltsverzeichnis

1 ADKUIrZUNGSVEIZEICHNIS .ooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 1
2 Zusammenfassung/ ADSTIACT ........coooiiiiiiiiie e 3
S EINIEITUNG -ttt e e e et e e e e e e s 6
0 A T 1o 1= o PP P PP PP PPPPPPPPPP 6

I 00 A [ 5 o g To] o To | 1= O OO PP PP PP PTPPPN 6
N A o 111 (0] (oo =TT PP P TP PP PPPPPO 6
BLLB FUNKLION 1.ttt e et e e e et e e et e e e n et e e e e e e r e e nnne 8

KT = 11 1 1= [V T T USRI 8
3.2.1 Primare FrakturNEilUNG ..........ouiiiiiie ettt e e e e et e e e e e e e snnraae e e e e e e e aaans 8
3.2.2 Sekundare Frakturheilung ..........ooovviiiiiiiiii 9

3.3 WaChStUMSTAKEIOIEN ...t e e e 10
3.3.1 Osteoprotegerin (OPG) ...ccooiiiiieieeeeeeee e 10
3.3.2 Receptor activator of NF-kB Ligand (RANKL)........covvviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
3.3.3 Bone Morphogenetic Protein 2 und 4 (BMP-2/-4) ........ccooiiiiiiiii e 10
3.3.4 Cysteine-rich protein 61 (CYr-61) .....c.eeiiiiiiieeiiiiie ettt 11
3.3.5 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)........ccoiiiiiiiiiiiieiiicee e 11
3.3.6 Cluster of differentiation 31 (CD3L) ......ccoiiuuiiiiiiiieeiiiiie ettt 11
3.3.7 Phosphatidylinositol-3-Kinase (PISK) ........ccovviiiiiiiii e 12

3.4 FrakturmMOAEIIE ......ccoe i 12
3.4.1 GroBBUEIMOUEIIE .........eeieiiitee e 12
I I S T o - | OO PP PTPPRPP 12
I I o ¥ [ o EO OO PP PPRPPTPP 13

3.4.2 KIBINHEIMOUEIIE ...ttt rbe e e 13

34 2.1 KANINCREN ..ottt e e et e e e et e e e e nbe e e e e neee 13
Bih.2.2 RALE ...ttt e e e e e e e e e e 14

BiA 2.3 IMAUS ...ttt e e e e e r e e e e e e e e e e e 14

3.5 SIMVASTALIN ...ttt e e e e et e e e e e e a e e e e e 17
RS T0 RS 11 (1 LF | PP PRR PP 17
3.5.2 PRarmMakoKINETIK ..........ceiiiriiiiiitie ettt 18
3.5.3 Wirkmechanismus und weitere Effekte ..o 18
3.5.4 INdikation UNA ANWENTUNG .....eeiiiiaaaiiiieie et e e e e e e e e s s babaeeeaeaeesaabbbreeeaaeeeaanns 22
3.5.5 Anwendung im TIErMOUEIl ........ueiiiiiie e 23
3.5.6 NEDENWITKUNGEN.......itiii ittt e e et e e e sabe e e s snbe e e e eneee 25

G T e o =T 1= SRR 26
R S A 1] Y= 4§ [ o R PP P PP PPPPPPPPPPP 27
e = To (=] (] 11U T PP PP PP PPPPPPPPPI 28
4 Material und MethodiK ... 29
g 1Y, 1= 1 Lo To (= o 1 29



o S W T [ =T o [T o | o [T UPT TP 29

o O T 2 o o [ TR SPI 29
4.1.3 OPeratioNSVEITANIEN .......coii i e e e e s e st e e e e e e s e e aeeeeeae s 30
4.1.4 MedikamentenappliKatioN ...........c.eiii i 36
o T I 118 o o =T g =T SRR 36
4.1.6 Praparation der KNOCNEN...........uuiiiiii ettt e e e e e e e et ae e e e e e s e s nnrrnaeeeees 36

4.2 ZielKriterien Und AUSWEITUNG .......ccoiiieiiiiiiie s e e eeeeeeeties s e e e e e e eeeattaa s e e eaeseeanetaaaaaeeaeeessnnes 37
S N =110 g =T = o | RO PP PSRRI 37
N = {0 ] 01 (0[] o [PPSR PPPPPPPPIN 38
4.2.3 ComputertomMOographie (CT). . e i ettt e et e e bb e e e s bb e e e abreee e 39
4.2.4 HiStOMOIPROMELIIE ...ttt e e et e e e s bb e e e abreeeeans 40
A VY=Y (=1 o T =] o | USRI 42

G B = L1 ] 1| USRS 44

oI = o =T o1 17T = PP 45
L0t I =TT =T o] = | PSSR 45
LA S (0] 10 T=T o [P PP PRRPPPPPTPTIN 47
5.3 Computertomographie ............ovviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 48
L o 11S) (o] g gL 0] a0 0= 1 =PSRRI 50
I VLTS (=T o =1 (o | PP 52
GRS QU 171 [0 o 57
6.1 Diskussion der MethOUEN. .........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee ettt 57
6.2 DiskUSSION Aer ErgEDNISSE.....uuuiii ittt e e e e e e e aaeees 63

A L C=] = VR0 LAY Z=T 7= Lod o oY SRR 69
8 AbDIldUNGSVErZEICNNIS oo 86
O TabellenNVerzeIiChNIS. ... e 88
10 PUBIIKALIONEN ... 89
I F T o1 ST To 11 1 o O UUPPPPPPRRI 90
12 Leb@NSIAUT ... e e e e e aeaee 92



1 Abklrzungsverzeichnis

1 Abkilrzungsverzeichnis

° Grad

°C Grad Celcius

A Mikroampere

Hg Mikrogramm

ul Mikroliter

pum Mikrometer

A. Arteria

Abb. Abbildung

bFGF basic fibroblast growth factor

BMD bone mineral density, engl. fir Knochendichte
BMP Bone Morphogenetic Protein

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD31 Cluster of differentiation 31

cm Centimeter

CRP C-reaktives Protein

CT Computertomographie

Cyr-61 Cysteine-rich Protein 61

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
G Gauge

ggf. gegebenenfalls

HDL High Density Lipoprotein

HIF-1a Hypoxia-Inducible Factor-1a

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzym-A-Reduktase
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
KF Korrekturfaktor

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht

KHK koronare Herzkrankheit

kV Kilovolt



1 Abklrzungsverzeichnis

LDL Low Density Lipoprotein

mg Milligramm

min Minute

mm Millimeter

mM Millimolar

MMP-9 Matrixmetalloproteinase-9

MRNA messenger ribonucleic acid, engl. fir Boten-Ribonukleinséure

ms Millisekunde

MW Mittelwert

N Newton

NaCl Natriumchlorid, Kochsalzlésung

NOV Nephroblastoma overexpressed gene

OPG Osteoprotegerin

pPAVK Periphere Arterielle Verschlusskrankheit

PDGF platelet-derived growth factor

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

p.o. per 0s

SEM standard error of the mean, engl. fir Standardfehler des
Mittelwerts

RANKL Receptor Activator of NF-kB Ligand

ROI Region of interest

Tab. Tabelle

TGF-B Transforming growth factor-f3

TIP Target-Intensitatspixel

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

u.a. unter anderem

USA United States of America, engl. flr Vereinigte Staaten von
Amerika

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VLDL Very Low Density Lipoprotein

VS. versus

z.B. zum Beispiel



2 Zusammenfassung/ Abstract

2 Zusammenfassung/ Abstract

Einfluss von Simvastatin auf die Frakturheilung im murinen

Ischamiemodell

Simvastatin findet als Reduktase-Hemmer des Enzyms 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-
Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA) in der Klinik breite Anwendung zur Therapie der
Hypercholesterinamie sowie zur Senkung der kardiovaskularen Mortalitat. Dartber hinaus hat
Simvastatin  einen nachgewiesenen aniinflammatorischen, vaskuloprotektiven und
angiogenen sowie osteogenen Effekt. Diese Prozesse sind u.a. essentieller Bestandteil
wahrend einer Frakturheilung. Der Einfluss von Simvastatin auf die Knochenheilung wurde
bisher kontrovers diskutiert. Inwiefern Simvastatin die Frakturheilung unter ischamischen
Bedingungen beeinflusst, ist bisher nicht bekannt. Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss

von Simvastatin auf die Frakturheilung in einem murinen Ischamiemodell zu untersuchen.

Bei 47 CD-1 M&ausen wurde durch Ligatur der Arteria profunda femoris eine milde Ischamie
der rechten unteren Extremitéat induziert. Nach geschlossener Frakturierung wurde das Femur
mit einer intramedullaren Zugschraube osteosynthetisch versorgt. Die Mause der
Simvastatingruppe (n=22) erhielten nachfolgend taglich 30 mg/kg Korpergewicht (KG)
Simvastatin per os. Der Kontrollgruppe (n=25) wurde eine aquivalente Menge isotone
Natriumchloridlésung per os taglich appliziert. 2 und 5 Wochen postoperativ wurden nach
Explantation der Femora biomechanische, rontgenologische, computertomographische,

histomorphometrische und proteinbiochemische Untersuchungen durchgefuhrt.

In der biomechanischen und réntgenologischen Untersuchung zeigten sich Kkeine
Unterschiede zwischen den Gruppen. In der Computertomographie war 2 und 5 Wochen
postoperativ in der Simvastatingruppe ein signifikant erniedrigtes absolutes Knochenvolumen
und ein erniedrigter relativer Knochenanteil mit gleichzeitig verminderter Trabekelanzahl
feststellbar. Korrespondierend dazu war nach 2 Wochen der Trabekelabstand signifikant
erhbht und nach 5 Wochen die Trabekeldicke signifikant erniedrigt. In der
histomorphometrischen Analyse ergab sich nach 5 Wochen in der Simvastatingruppe eine
signifikant erniedrigte Gesamtkallusflache. In der proteinbiochemischen Analyse erwies sich
die Expression von Cluster of differentiation 31 (CD31) und Phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K) im Rahmen einer stimulierten Angiogenese und Proliferation signifikant erhdht. Die
Expression des Osteogenesemarkers Bone Morphogenetic Protein (BMP)-2 zeigte sich
signifikant erniedrigt. Die Expressionen von Osteoprotegerin (OPG) und Receptor Activator of

NF-kB Ligand (RANKL) ergaben keine signifikanten Unterschiede.
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Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass Simvastatin die
Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen am Mausmodell beeintrachtigt ohne jedoch
die Knochenheilung insgesamt zu verhindern. Dieser Effekt ist am ehesten auf ein
Missverhaltnis angiogener und osteogener Expressionsmarker im Kallusgewebe
zurlckzufuhren. Darlber hinaus ergeben sich Hinweise, dass die Wirkung von Simvastatin auf
die Frakturheilung dosisabhéngig ist, sodass kunftig weitere Studien den Effekt von
Simvastatin und neuester Derivate hiervon auf ihr osteoanaboles Potenzial unter hypoxischen

Bedingungen noch weiter untersuchen sollten.

Effects of Simvastatin on fracture healing in a murine

iIschemia model

As a reductase inhibitor of the enzyme 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase
(HMG-CoA), Simvastatin is widely used in the clinic to treat hypercholesterolemia and to
reduce cardiovascular mortality. In addition, Simvastatin has a proven aniinflammatory,
vasculoprotective, angiogenic and osteogenic effect. These processes are essential
components during fracture healing. The influence of Simvastatin on bone healing has been
the subject of controversial debate. The extent to which Simvastatin influences fracture healing
under ischemic conditions is not yet known. The aim of this study was to investigate the

influence of Simvastatin on fracture healing in a murine ischemia model.

Mild ischemia of the right lower limb was induced in 47 CD-1 mice by ligation of the profunda
femoris artery. After closed fracturing, the femur was osteosynthesized with an intramedullary
screw. The mice in the Simvastatin group (n=22) subsequently received 30 mg/kg body weight
of Simvastatin per os daily. The control group (n=25) received an equivalent amount of isotonic
sodium chloride solution per os daily. Biomechanical, radiographic, computed tomographic,
histomorphometric and protein biochemical examinations were performed 2 and 5 weeks

postoperatively after explantation of the femora.

There were no differences between the groups in the biomechanical and radiographic
examinations. Computed tomography showed a significantly reduced absolute bone volume
and a reduced relative bone proportion in the Simvastatin group at 2 and 5 weeks
postoperatively, with a simultaneous reduction in the number of trabeculae. Correspondingly,
the trabecular spacing was significantly increased after 2 weeks and the trabecular thickness
was significantly reduced after 5 weeks. The histomorphometric analysis revealed a
significantly reduced total callus area in the Simvastatin group after 5 weeks. In the protein

biochemical analysis, the expression of cluster of differentiation 31 (CD31) and
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phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) was found to be significantly increased in the context of
stimulated angiogenesis and proliferation. The expression of the osteogenesis marker bone
morphogenetic protein (BMP)-2 was significantly decreased. The expressions of
osteoprotegerin (OPG) and receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) showed no significant
differences.

In summary, the data of the present study show that simvastatin impairs fracture healing under
ischemic conditions in the mouse model without, however, preventing bone healing altogether.
This effect is most likely due to an imbalance of angiogenic and osteogenic expression markers
in callus tissue. In addition, there are indications that the effect of simvastatin on fracture
healing is dose-dependent, so that further studies should continue to investigate the effect of

simvastatin and its latest derivatives on their osteoanabolic potential under hypoxic conditions.
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3.1 Knochen
3.1.1 Morphologie

Knochen besitzen abhangig von der Art und Gré3e der mechanischen Beanspruchung eine
unterschiedliche Struktur und Form. Zum einen gibt es die Ossa longa (lange Knochen), die
man wiederum in lange Réhrenknochen, wie z.B. das Femur, und kurze R6hrenknochen, wie
z.B. die Mittelhandknochen, unterteilen kann. Diese Rohrenknochen bestehen jeweils zum
proximalen und distalen Gelenkende hin aus einer Epiphyse, welche tber die Metaphyse mit
der Diaphyse, dem Knochenschaft, verbunden ist [23]. Im Bereich der Metaphyse befindet sich
auch die Epiphysenfuge. Dies ist der Bereich, in dem Langenwachstum stattfinden kann [23].
Neben den Ossa longa gibt es noch die Ossa brevia (kurze Knochen, z.B. Fuf3- und
Handwurzelknochen), Ossa plana (platte Knochen, z.B. Brustbein und Schulterblatt), Ossa
pneumatica (lufthaltige Knochen z.B. die Nasennebenhéhlen) und Ossa irregularia
(unregelmafige Knochen), die man keiner genauen Gruppe zuordnen kann, wie z.B.
Wirbelkdrper [23]. Grundsétzlich findet sich an jedem Knochen die aufl3ere Knochenhaut, das
Periost, welche direkt der Kortikalis anliegt. Im Bereich der Diaphyse von Réhrenknochen,
wozu auch das in der Studie verwendete Femur zahlt, verdickt sich die Kortikalis zur
sogenannten Kompakta. Im Inneren des Knochens liegt die Spongiosa, wo sich zwischen dem

Trabekelnetzwerk und in der Markhohle das Knochenmark befindet [55].

3.1.2 Histologie

Embryonal liegt im Rahmen der desmalen bzw. membranaren oder auch direkten Ossifikation
der primare Knochen in Form von Geflechtknochen vor [23]. Dessen Zug- und Biegefestigkeit
wird dadurch gewahrleistet, dass dieser, neben der geflechtartig angeordneten Grundsubstanz
und den vielen Zellen, weniger mineralisiert ist und einen erhéhten Wasseranteil aufweist. Im
adulten menschlichen Skelett findet man Geflechtknochen noch im Bereich der Schadelnahte,
in der Pars petrosa des Os temporale und in der Alveolarwand von Unter- und Oberkiefer. Im
Rahmen der Frakturheilung besteht das initial gebildete Kallusgewebe aus Geflechtknochen,
welcher im Verlauf dann zu Lamellenknochen umgebaut wird. Ebenso wird der in der
Fetalperiode gebildete Geflechtknochen ab dem zweiten Lebensjahr durch sekundaren
Knochen ersetzt [23] [55]. Gemals dem Namen unterscheidet man verschiedene Arten von
schichtweise aufgebauten Lamellen [23]. Zum einen Generallamellen, die die innere und
auRBere Zirkumferenz im Knochenschaft umfassen und zum anderen flach
aufeinanderliegende Lamellen der Spongiosabalkchen. Zudem werden die zentralen
BlutgefalRe des Knochens, auch Havers Kanale genannt, von sogenannten konzentrischen

Speziallamellen umgeben und bilden somit gemeinsam ein Osteon, welche in einer Vielzahl
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vor allem in der Kompakta zu finden sind. Zwischen diesen Osteonen liegen die
Schaltlamellen. Die senkrecht dazu verlaufenden BlutgefaR3kanadle nennt man Volkmann-
Kanale [23]. Die Knochengrundsubstanz besteht einerseits zu 65 % aus einer anorganischen
Matrix, die groRtenteils aus Hydroxylapatit besteht, aber auch aus Kalzium, Phosphat und
anderen Mineralien. Die organische Matrix hingegen enthalt Kollagenfasern Typl, adhéasive
Glykoproteine und Proteoglykane und macht 35 % der Knochengrundsubstanz aus. Zusatzlich
finden sich neben dieser extrazellularen Matrix auch viele verschiedene Zellen im Knochen
[16]. Progenitor- und Vorlauferzellen befinden sich als niedrig differenzierte Mesenchymzellen
im Periost und dienen der Proliferation [16] [55]. Aus diesen kdnnen durch Stimulation mit
Wachstumsfaktoren wie z.B. BMP-2, die fir den Knochenauf- und -umbau wichtigen Zellen,
die Osteoblasten, hervorgehen. Dies sind kubische Zellen, die epithelartig auf der
Knochenoberflache angeordnet sind. Sie sind fur die Sekretion und Aufnahme der organischen
Knochenmatrix, dem Osteoid, verantwortlich. Wenn sie sich im Laufe dieses Prozesses selbst
einmauern, so werden sie nach Abschluss dieses Prozesses als Osteozyten bezeichnet. Diese
liegen in Knochenhohlen, den Lacunae osseae, und sind tber zahlreiche Fortsatze und Gap
Junctions in den Knochenkanalchen (Canaliculi osseae) miteinander verbunden [23]. Im
Kontrast zu diesen knochensubstanzerhaltenden Zellen stehen die vielkernigen Riesenzellen,
auch Osteoklasten genannt, die aus Monozyten hervorgehen und somit zum mononukleéren
Phagozytensystem gehéren. Diese liegen der Knochengrundsubstanz in Howship-Lakunen an
und sind fir den Knochenumbau und -abbau verantwortlich. Daran beteiligt sind H*-ATPasen
zur Saurebildung und zahlreiche Lysosomen und ihre Proteine wie z.B. Cathepsin K. Die
abgebauten Matrixanteile werden Uiber Endozytose aufgenommen und nach weiterem Abbau
Uber Transzytose in Kapillaren abgegeben [23]. Die au3en anliegende Knochenhaut besteht
zum einen aus einer &ulReren Schicht, dem Stratum fibrosum, welche geflechtartiges, straffes
Bindegewebe enthdlt und zur Verankerung von Sehnen und Bandern dient. Von dort strahlen
Kollagenfasern (Sharpey-Fasern) in die innere Schicht, das Stratum osteogenicum, ein und
schaffen somit eine Verbindung zwischen Periost und Knochensubstanz. Das Stratum
osteogenicum wird auch als Kambium bezeichnet, da es viele Zellen enthalt, die unter
anderem (u.a.) fur das Dickenwachstum verantwortlich sind. Zudem ist das Periost gut
vaskularisiert und innerviert, sodass es sehr schmerzempfindlich ist [16] [55]. Das Endost
bedeckt die Innenflachen des Trabekelwerks, der Kompakta und der Havers-Kanéle. Die dort
befindlichen Lining-cells sind ruhende Osteoklasten und Osteoblasten, die aktiviert werden,

wenn Bedarf in Rahmen von Umbau und Regeneration besteht [16] [55].

Im Gegensatz zum Menschen besitzen Mause allerdings keine Havers-Kanéle, sondern
aquivalent dazu, ein einfacheres System mit Resorptionskanalen, das fir die suffiziente

Durchblutung des Knochengewebes sorgt [67].
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3.1.3 Funktion

Knochengewebe ist eines der hartesten Gewebe des Menschen. Aufgrund der daraus
resultierenden Druck-, Zug-, Biege-, und Verdrehungssteifigkeit kommt den Knochen vor allem
eine groRe Bedeutung als Stiutze im Korper zu [23] [55]. Neben der Stutzfunktion besitzen sie
auch eine Schutzfunktion, da z.B. der kncherne Thorax und das Becken die inneren Organe
schutzen oder auch weil Wirbelkdrper und Schadel Teile des zentralen Nervensystems
schutzen [23]. Des Weiteren dienen die Knochen aufgrund ihres hohen Kalziumgehalts als
Kalziumreservoir, da dort 99 % des Kalziums im Korper gebunden ist. Zusétzlich findet ab der
Geburt im roten Knochenmark ein Grof3teil der Blutbildung statt [23] [55].

3.2 Frakturheilung

Nach einem stattgehabten Knochenbruch erfolgt die Heilung im Gegensatz zu anderen
Geweben nicht Uber die Bildung eines biomechanisch instabileren Narbengewebes, sondern
Uber die Bildung eines origindaren Knochengewebes [16]. Der auch im gesunden Knochen
standig stattfindende Knochenumbau wird im Rahmen einer Fraktur deutlich angeregt.
Ausgehend von Endost, Periost und Havers-Kandlen werden vor allem Osteoblasten und
Osteoklasten aktiviert, die fur Auf- und Abbau verantwortlich sind. Dabei gibt es einen
Unterschied zwischen Kortikalis und Spongiosa. Ersteres heilt durch Aufeinander zuwachsen
von Osteonen in Langsrichtung, wahrend Spongiosa dadurch heilt, dass die Trabekel
Uberbruckt werden. Wichtig fur eine suffiziente Heilung einer Fraktur sind eine intakte
Durchblutung der Fragmente, ausreichender Knochenkontakt und Ruhigstellung der Fraktur.
Dementsprechend kann zu viel Bewegung das Einwachsen von Osteonen verhindern und
somit die Entstehung von Pseudarthrosen begtinstigen [103]. Zu wenig Bewegung hingegen
kann aufgrund fehlender physiologischer Reize die Knochenbildung verlangsamen [30]. Es
lassen sich zwei Heilungsarten unterscheiden, die primare und sekundére Frakturheilung [30]
[103].

3.2.1 Primare Frakturheilung

Die priméare Frakturheilung, auch direkte Knochenheilung genannt, erfolgt durch direkten
Kontakt der Fragmente zueinander und ohne Bildung von Kallusgewebe. Dementsprechend
muss vorausgesetzt sein, dass die Fragmente durch eine Osteosynthese stabil fixiert und gut
durchblutet sind, sodass die Osteone direkt aufeinander zuwachsen kdénnen [30] [168]. Bei
dieser desmalen bzw. membrandren Ossifikation differenzieren sich mesenchymale
Stammzellen auf der Oberflache von Periost und Endost direkt zu Osteoblasten und
produzieren Knochensubstanz [135] [184]. Generell &hnelt der Prozess dem des
Remodelings, bei dem letztlich Lamellenknochen entsteht [91]. Falls doch noch minimale
Spalten zwischen den Knochenfragmenten verbleiben, so werden diese im Rahmen der

Spaltheilung mit Kallus aufgefillt. Dabei entsteht Lamellenknochen im Spalt, der senkrecht zur

8
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longitudinalen Knochenachse orientiert ist [103]. Insgesamt ist ein solcher Prozess nach

ungeféahr ein bis zwei Jahren vollstandig abgeschlossen [91].

3.2.2 Sekundare Frakturheilung

Die sekundare bzw. indirekte Frakturheilung erfolgt in vier Phasen und tritt dann auf, wenn die
oben genannte vollstandige Fixierung der Fragmente ohne relevante Spaltbildung nicht
gewabhrleistet ist. Das ist z.B. bei konservativer Behandlung der Fall oder bei Fixierung mit
einer intramedullaren Nagelosteosynthese [103]. Diese chondrale Ossifikation entspricht
daher dem natirlichen Heilungsprozess [103]. In der initialen Verletzungsphase wird ein
Frakturhamatom ausgebildet, welches bewirkt, dass verschiedene Wachstumsfaktoren wie
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) aus den Blutplattchen zur Knochenbildung
bereitgestellt werden [30]. Neben diesen spielen auch unterschiedliche Matrixproteine wie z.B.
Osteocalcin, Osteogenin, BMPs und Interleukine eine wichtige Rolle. Das umgebende Milieu
ist durch einen geringen Sauerstoffgehalt, hohe Aziditat durch Laktat und Zelldetritus
gekennzeichnet [97]. Neutrophile Granulozyten sind dabei die ersten Zellen, die schon
innerhalb weniger Stunden im Hamatom nachweisbar sind, spater gefolgt von Monozyten,
Lymphozyten und Makrophagen, die die inflammatorische Phase kennzeichnen [53] [79].
Diese zweite Phase beginnt nach ungefahr drei Tagen und dauert circa (ca.) 2 Wochen an [91]
[103]. In dieser Phase wachsen auch Fibroblasten in das Hamatom ein und ein
bindegewebiger Kallus, auch Fixationskallus genannt, entsteht. Durch pro-regenerative
Makrophagen werden Progenitorzellen dazu angeregt, sich zu Zellen der osteogenen Linie zu
differenzieren [135]. Parallel dazu erfolgt die durch VEGF und Angiopoietin angeregte
Angiogenese [103]. In den darauffolgenden Wochen und Monaten folgt die dritte Phase der
Kallushartung, in der sich der Kallus zunéchst zu Knorpel und weiterhin zu Geflechtknochen
differenziert. Hierbei werden die Chondrozyten zunachst hypertroph und beginnen dann damit,
die umgebende Matrix zu mineralisieren. Entweder gehen die Chondrozyten dann in Apoptose
und werden durch Osteoprogenitorzellen ersetzt oder sie transdifferenzieren sich selbst zu
Osteoblasten [82] [190]. Zum Schluss erfolgt innerhalb von ein bis zwei Jahren die vierte
Phase, das Remodeling. Hier wird der Geflechtknochen zu Lamellenknochen umgebaut, das

Gefalisystem wird rekonstruiert und Uberschissiges Kallusgewebe wird abgebaut [53].

Der Prozess der Frakturheilung hangt von verschiedenen Faktoren ab, darunter die Distanz
der Fragmente, die Viabilitat des Periosts und die Stabilitat des Osteosyntheseverfahrens [51].
Es hat sich gezeigt, dass besonders stabile externe Osteosyntheseverfahren wie starre Platten
oder ein Fixateur externe primér Uber desmale Ossifikation zur Heilung fiihren, wahrend
intramedullare Implantate eher etwas instabiler sind und damit zusétzlich noch die

enchondrale Ossifikation stimulieren [30] [54] [61] [184]. Gibt es einen zu grof3en
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Bewegungsspielraum zwischen den Knochenfragmenten, so bildet sich vermehrt
Bindegewebe und Knorpel anstatt Knochen, was mit einer geringen Biegesteifigkeit
einhergeht. Zudem kann die Angiogenese gestort werden und Wachstumsfaktoren aus dem

Gleichgewicht geraten [67].

3.3 Wachstumsfaktoren
3.3.1 Osteoprotegerin (OPG)

Das 1997 entdeckte Osteoprotegerin gehort zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie
und ist ein sekretorisches Glykoprotein, das von Osteoblasten, Stammzellen und
Endothelzellen produziert wird [152]. Es inhibiert die Differenzierung von Osteoklasten, indem
es als kompetitiver Rezeptorantagonist Receptor activator of NF-kB Ligand (RANKL) fungiert.
Demnach ist OPG ein Kéderrezeptor, der statt an Receptor activator of NF-kB (RANK), an den
RANK-Liganden bindet und somit die Aktivierung von Osteoklasten verhindert [147]. Zudem
dient OPG als Rezeptor fur Tumornekrosefaktor- (TNF) -related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL), dessen Bindung in einer gegenseitigen Hemmung der jeweiligen Funktion beider

Proteine resultiert [33].

3.3.2 Receptor activator of NF-kB Ligand (RANKL)

Der ebenfalls zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie gehérende RANK-Ligand wird
von Osteoblasten sezerniert und bindet an den RANK-Rezeptor auf Osteoklasten. Diese
Interaktion regt Osteoklastenvorlauferzellen zur Differenzierung zu reifen Osteoklasten an.
Damit wird sowohl die Resorption von Knochensubstanz gesteigert als auch die Lebensdauer

der Osteoklasten verlangert [149].

3.3.3 Bone Morphogenetic Protein 2 und 4 (BMP-2/-4)
Die Bone Morphogenetic Proteine 2 (BMP-2) und 4 (BMP-4) gehtren einer groRen Subklasse

innerhalb der Transforming Growth Factor-B (TGF-B) Familie an. Diese binden an Serin-
Threonin-Kinasen und haben insbesondere eine wichtige Rolle in der Embryogenese [119].
Die potenten osteoinduktiven Eigenschaften von BMP-2 sind bereits lange bekannt [174].
Insbesondere BMP-2 und BMP-4 haben pleiotrope Funktionen u.a. in der skelettalen
Organogenese durch die Stimulation von Knochenbildung und Regeneration [18] [146]. BMP-
2 besitzt auBerdem einen immunmodulatorischen Effekt, wodurch Zytokine fiir die Stimulation
von mesenchymalen Stammzellen und Angiogenese hochreguliert werden [174].
Grundsatzlich werden BMPs aufgrund ihrer Eigenschaft knochenbildende Zellen zu L&sionen
im Knochen zu rekrutieren bereits im klinischen Kontext eingesetzt, z.B. bei der Therapie von
tibialen Pseudarthrosen. Insgesamt tiben sie also einen positiven Effekt auf die Frakturheilung
aus [148].
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3.3.4 Cysteine-rich protein 61 (Cyr-61)

Die CCN Familie setzt sich aus den namensgebenden Proteinen Cysteine-rich protein 61 (Cyr-
61), Connective Tissue Growth Factor (CTGF) und Nephroblastoma Overexpressed gene
(NOV) zusammen und enthélt noch drei weitere regulatorische Proteine [15]. Erstgenanntes
geht auf das gleichnamige cyr61 Gen zuriick, welches in Mausefibroblasten entdeckt wurde.
Dieses wird in der embryonalen Entwicklung vor allem in kartilaginaren Anteilen exprimiert und
spielt vor allem eine Rolle in der Chondrogenese und damit in der Entwicklung des Skeletts
[125]. Des Weiteren hat es einen positiven Effekt auf die Frakturheilung, was zum einen einem
angiogenen Effekt zuzuschreiben ist, zum anderen stimuliert es die Differenzierung der

Osteoblasten und fordert die Expression von BMP-2 [189].

3.3.5 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Bereits 1989 wurde VEGF entdeckt und gleichzeitig mit der Funktion in Verbindung gebracht,

die Angiogenese zu induzieren [87]. In seiner Rolle als Cytokin reguliert es die Differenzierung,
Proliferation und das Uberleben von mikrovaskularen Endothelien. Sowohl im
Tumorwachstum als auch in der Embryogenese férdert VEGF die Bildung von GefaRen und
auch deren Wachstum. Des Weiteren bewirkt es eine erhdhte Permeabilitat der Gefalde, womit
vermehrt Plasmamolekile und Entziindungszellen in umgebende Gewebe gelangen kénnen
[110]. Sowohl die gesteigerte Angiogenese als auch die Extravasation von Makromolekilen
und Zellen kénnen einen positiven Einfluss auf die Bildung von neuem Knochengewebe haben
und somit auch auf die Frakturheilung. VEGF wurde auch in Knochengewebe entdeckt und
spielt in verschiedenen Stadien der Frakturheilung eine wichtige Rolle. Es ist zudem
verantwortlich fur die Verbindung von Angiogenese und Osteogenese miteinander. Vor allem
das von Osteoblasten abgeleitete VEGF wirkt Gber parakrine Mechanismen auf Osteoklasten,
Pericyten und Chondrozyten [70]. Das von Osteoblastenvorlauferzellen im Perichondrium
gebildete VEGF stimuliert zuséatzlich die Osteoblastendifferenzierung [71]. Zudem reagieren
Osteoblasten auf Hypoxie, indem sie den Hypoxia-Inducible Factor-1a (HIF-1a) aktivieren, der
wiederum VEGF steigert [181].

3.3.6 Cluster of differentiation 31 (CD31)
Cluster of differentiation 31 (CD31), auch Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule-1

(PECAM-1) genannt, ist ein transmembrandres Glykoprotein, das zur Immunglobulin-
Superfamilie gehort und auf der Oberflache von Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten
sowie an der Zell-Zell-Grenze von Endothelzellen exprimiert wird. Einerseits hat es die
Funktion eines Adhéasivmolekils, andererseits aber auch die eines Signalmodulators [86] [94].
Es moduliert die vaskulare Integritat, die Zellmigration und das Zelliberleben u.a. Uber die
Beeinflussung der Aktivitdt von Integrinen und weiteren zellularen Signalwegen [121]. Im

Rahmen von immunhistochemischen Farbungen mit Antikérpern kann PECAM-1 dazu
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beitragen, BlutgefaRe im Kallus einer Fraktur sichtbar zu machen. So kann der
Zusammenhang zwischen Angiogenese und Osteogenese wahrend der Frakturheilung
sichtbar gemacht werden. Aufgrund dessen kann man PECAM-1 als Angiogenesemarker
betrachten [94].

3.3.7 Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)

Das Enzym Phosphatidylinositol-3-Kinase reguliert durch Phosphorylierung und den damit
entstehenden Produkten diverse Mechanismen in Zellen. Dementsprechend korreliert die
Aktivitat dieses Enzyms mit der Antwort der Zelle auf Wachstumsfaktoren und Onkoproteine
und spielt in der Krebsforschung und Therapie eine groRe Rolle [38]. Zum einen ist PI3K
wichtig, um die Homdostase im Knorpel aufrechtzuerhalten. Es konnte gezeigt werden, dass
PI3K bei Osteoarthtritiden geringer exprimiert wird und vor allem Apoptose und Uberleben von
Chondrozyten reguliert [161]. Des Weiteren fordert PI3K u.a. im Bereich des subchondralen
Knochens die Differenzierung von Knochenzellen und die Proliferation von Osteoblasten und
tragt so positiv zur Knochenbildung bei [161] [180].

3.4 Frakturmodelle
3.4.1 Groldtiermodelle

Ein Vorteil von Grol3tiermodellen gegentiber Kleintiermodellen ist, dass die Anatomie und
Physiologie vor allem in Hinsicht auf Knochenstoffwechsel, Gr6e und mechanische
Belastung dem Menschen mehr ahnelt. Zudem sind aufgrund der vergleichbaren Gréf3e einige
Geréate zur Auswertung wie z.B. Rontgen oder Computertomographie (CT) leichter zuganglich.
Andererseits sind sie in der Tierhaltung aufwéandiger und teurer, vor allem auch der Einsatz
von Medikamenten ist kostspieliger. Des Weiteren gibt es weniger analytische Mdglichkeiten,
da die Anzahl an transgenen Tieren geringer ist und auch molekulare Analysen, u.a. mit

Antikorpern, sind limitiert [54].

3.4.1.1 Schaf

Makroskopisch gleicht der Knochen von Schafen dem des Menschen. Mikroskopisch I&asst sich
jedoch feststellen, dass die Kortikalis vor allem aus primaren Geflechtknochen besteht [141].
Das Remodeling, welches von den Haverskanédlen ausgeht, wird grof3tenteils erst durch ein
Trauma stimuliert oder spater im Alter hervorgerufen [120] [123]. Damit gilt auch die primare
Frakturheilung als gut erforscht. Zuséatzlich ist die Knochendichte in Schafen hoher als bei
Menschen [141]. Schafe werden vor allem genutzt, um Osteosyntheseverfahren, wie Platten,
Schrauben und intramedullare Marknéagel zu untersuchen. Aufgrund der vergleichbaren Grofe
kénnen Implantate fiir Menschen auch hier verwendet werden und umgekehrt kbnnen humane
Implantate weiterentwickelt werden [123]. Osteoporosemodelle am Schaf erweisen sich als

komplexer, da eine alleinige Ovarektomie nicht ausreicht und weitere Behandlungen
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eingeleitet werden sollten, um einen suffizienten Verlust an Knochendichte zu induzieren [54].
Schafe zeigen zudem in ihrem postoperativen Verhalten die Neigung zu einem zigigen

belasten der Extremitat mit vollem Korpergewicht [26].

3.4.1.2 Hund

Die Knochenstruktur in Hunden &hnelt sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch sehr der
des Menschen [26]. Dieser besteht aber aus einem sogenannten plexiformen Knochen. So
findet man in der Kortikalis eine Mischung aus priméaren und sekundaren lamellaren
Knochenanteilen. Zusatzlich sind die Knochen von Hunden starker mineralisiert [28] [141]. Da
die Frakturheilung bei Hunden auch im Interesse der orthopadischen Veterindrmedizin liegt,
gibt es eine Vielzahl an Quellen, die die Frakturversorgung und die biologischen Prozesse am
Hund beschreiben. Dementsprechend wurden in diesem Bereich bereits viele interne und
externe Osteosyntheseverfahren entwickelt und angewandt. Zudem sind Hunde gut
handhabbar und zutraulich, was aber auch gleichzeitig ethische Fragen aufwirft, weshalb es

sozial eher inakzeptabel ist, Hunde zu Forschungszwecken zu verwenden [123] [141].

3.4.2 Kleintiermodelle

Kleintiere sind generell glnstiger, platzsparender und leichter in der Handhabung. Sie sind
auch aufgrund ihres kurzen Reproduktionszyklus besser verfiigbar [53]. Soist es auch leichter,
grolRere Gruppen in Studien einzuschlieBen [67]. AuRBerdem verlauft die Knochenheilung
zugiger als in GroRtiermodellen, was mit einer verkirzten experimentellen Studiendauer
einhergeht. Zudem bietet die Moglichkeit der Verwendung von genetisch modifizierten
transgenen Tieren und die hohe Verfugbarkeit von spezifischen Antikdrpern zur Analyse von
molekularen Frakturheilungsprozessen vielseitige Anwendungsgebiete in der Forschung.
Auch die Verwendung von Medikamenten ist aufgrund der geringeren Dosierung gunstiger.
Zudem existieren bereits etablierte Kleintiermodelle zur standardisierten Knochen- und
Frakturheilungsforschung. Nachteilig ist jedoch, dass das geringe Kérpergewicht und somit die
Belastung von Knochen und Fraktur anders ist als beim Menschen. Des Weiteren gibt es
deutliche GrofRenunterschiede, die auch die OP Technik und die Frakturversorgung an kleinen
Knochen wie bei der Maus erschweren. Dies hat die Entwicklung speziesspezifischer,
standardisierter OP Techniken und individuelle Osteosyntheseverfahren erforderlich gemacht
[54].

3.4.2.1 Kaninchen

Grundsatzlich ist die Knochenstruktur von Kaninchen weniger mit dem Menschen vergleichbar
als die von groReren Tieren. Das Skelett von Kaninchen unterscheidet sich makroskopisch
deutlich von dem des Menschen. Auch finden sich mikroskopische Unterschiede, z.B. in Form
priméarer longitudinal vaskularisierter Knochenstrukturen bei Kaninchen, die parallel zur

Knochenachse verlaufen und dazwischen gelagerte Osteone [141]. Aufgrund dieser
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Unterschiede eignen sie sich weniger gut fur hier vorliegende experimentelle Studien als
andere Kleintiere [141]. Zudem gilt fir Kaninchen ebenso wie flr groRere Tiere, dass es eine
geringere Verflugbarkeit transgener Tiere und monoklonaler Antikdrper gibt [61]. Kaninchen
kamen dennoch aufgrund ihrer geeigneten Grof3e und guten Handhabbarkeit sowohl in
biophysikalischen Experimenten als auch in der Erforschung von Osteosyntheseverfahren,

darunter Fixateur externe, Platten und Schrauben, h&ufig zum Einsatz [123] [141].

3.4.2.2 Ratte

Ebenso wie fur andere Kleintiere, gilt fir Ratten, dass diese eine relativ primitive
Knochenstruktur mit Resorptionskanalen besitzen, wobei die Knochenheilung trotzdem
ebenso effektiv wie die des Menschen ist. Aul3erdem reift das Skelett der Ratte auch tber die
sexuelle Reife hinaus, teilweise sogar ein Leben lang [74] [182]. Seit den frilhen 1940er Jahren
werden Ratten als Modelle in der Frakturforschung genutzt [61]. Aufgrund dessen konnten
schon zahlreiche standardisierte Prozeduren entwickelt werden. Haufig sind dabei vor allem
Frakturen des Femurs und der Tibia und unterschiedliche Stabilisierungstechniken, darunter
intramedullare Nagel und Pins, Kompressionsschrauben, Platten oder externe Fixateure [123].
Zudem findet sich eine zunehmende Zahl an Stammen, die genetische Veranderungen im
Knochengewebe und Stoffwechsel aufweisen, sodass verschiedenste Konstellationen der
Knochenheilung untersucht werden konnen [182]. Es stehen auch unterschiedliche
Krankheitsmodelle zur Verfiigung, die die klinische Situation von Krankheiten in Verbindung
mit verzogerter Frakturheilung untersuchen. Dazu gehort zum einen die verlangsamte Heilung
von Knochen im Alter aber auch bei Mangel an Wachstumshormonen [165] [182]. Haufig zum
Einsatz kommt die Ratte aber vor allem in Osteoporosemodellen [85] [182] [185]. Durch
Ovarektomie wird eine postmenopausale Situation unter Ostrogenmangel hergestellt, welche
nach einiger Zeit zu Osteopenie bzw. Osteoporose fihrt. Dies ist eine etablierte und
reproduzierbare Methode, anhand der man auch den Einfluss von therapeutischen oder

praventiven Mitteln auf Osteoporose untersuchen kann [74] [185].

3.4.2.3 Maus

Aufgrund der zuvorgenannten Vorteile von Kleintiermodellen hat sich in den letzten Jahren
insbesondere die Maus als Modell in der Frakturforschung durchgesetzt, da diese
hervorragenden Mdglichkeiten bietet, neue Erkenntnisse Uber die molekularen Mechanismen
der Frakturheilung zu untersuchen [61]. Ebenso wie bei der Ratte, konnten auch bei der Maus
Modelle entwickelt werden, die den Einfluss von verschiedenen Komorbiditaten auf die
Frakturheilung untersuchen. Damit kdnnen klinisch relevante Zusammenhénge z.B. zwischen
Osteoporose oder Diabetes mellitus und einer verzégerten Knochenheilung beobachtet
werden [53] [54]. Trotz histologischer Unterschiede zwischen menschlichen und murinen

Knochen, d&hnelt sich der Prozess der Frakturheilung dennoch sehr [184]. Mause besitzen zur
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Blutversorgung des Knochens anstatt des Haverssystems ein System von Resorptionskanélen
[123]. Eine Kombination aus membranarer und chondraler Ossifikation und anschlieBendem
Remodeling bewirken, dass es zur Vereinigung von Knochenfragmenten kommt. Wéahrend
dieser Prozess in gesunden Menschen bis zu 3 Monate dauert, so erfolgt die vollstandige
Heilung in der Maus schon nach ca. 5 Wochen [184]. Vor diesem Hintergrund ist es allerdings
auch wichtig auf das Alter der Mause zu achten. Je alter diese sind, desto langer dauert auch
die Frakturheilung, da neben einer eingeschrankten Kallusmineralisation auch eine gesteigerte

Aktivitat der Osteoklasten vorliegt [61].

Vor allem gréRere Knochen kommen in murinen Frakturmodellen zum Einsatz, darunter z.B.
Tibia und Femur. Insbesondere diese beiden sind fir biomechanische Testungen gut
zuganglich [51] [67]. Allerdings sollten bei der Wahl zwischen Tibia und Femur einige Vor- und
Nachteile beachtet werden. Aufgrund des dinnen Weichteilmantels lasst sich an der Tibia
leicht eine Fraktur induzieren. Gleichzeitig sollte jedoch die vorteilhafte Rolle des
Weichteilmantels an der Frakturheilung nicht unterschatzt werden. Die longitudinal gebogene
Form und der triangulare Querschnitt der Tibia erschweren die Entwicklung von passenden
Knochenimplantaten und die Genauigkeit in der biomechanischen Testung. Zudem kann auch
eine gleichzeitige Fakturierung der Fibula hinzukommen, was die Standardisierung des
Modells einschrankt [67]. Im Gegensatz dazu lassen sich am Femur leichter standardisierte
diaphysare Frakturen mit einem vergleichbaren Kallus induzieren, da dieses einen
réhrenférmigen Querschnitt und einen weitestgehend konstanten Durchmesser besitzt. Auch
die Stabilisierung mit Implantaten ist aufgrund der in Relation zur Tibia geradlinigeren Achse
leichter. Diese Gegebenheiten begtinstigen auch eine einheitlichere biomechanische Testung.
Gegensatzlich zur Tibia, besitzt das Femur einen ausgepragteren Weichteilmantel, der
einerseits zwar die Frakturinduktion erschweren kann, jedoch das Risiko fur Stérungen in der
Frakturheilung reduziert. Aufgrund dessen ist das Femur besser fir Frakturmodelle geeignet
als die Tibia [67]. Letztlich sollte auch die Lokalisation der Fraktur in Betracht gezogen werden.
Diaphysare Frakturmodelle sind haufiger zu finden als metaphyséare, da die Stabilisierung dort

einfacher standardisiert zu induzieren ist [61] [63].

Des Weiteren bestehen auch einige Unterschiede, je nachdem, ob ein offenes oder
geschlossenes Frakturmodell gewéahlt wird. 1984 entwickelten Bonnarens und Einhorn ein
geschlossenes Frakturmodell am Femur der Ratte, welches 2004 von Manigrasso und
O’Connor auf die Maus Ubertragen wurde [14] [51] [101]. In diesem Modell wird mittels einer
Dreipunktbiegung eine standardisierte Querfraktur herbeigefiihrt. Die dabei entstandenen
Frakturen sind nicht immer ganz einheitlich, dennoch spiegelt der Prozess der
Dreipunktbiegung durch die stumpfe Guillotine am ehesten die mechanischen Vorgange von
klinisch relevanten Frakturen wider [184]. Mit Hilfe eines parapatellaren Zugangs kann diese

dann mit intramedulldren Osteosyntheseverfahren stabilisiert werden. Wahrend das
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Weichteiltrauma dabei eher gering ausfallt, kann die intramedullare Stabilisierung zu Schaden
an Endost und Knochenmark fihren und damit die physiologischen Heilungsprozesse
einschranken [67]. Im Gegensatz dazu bringen offene Frakturmodelle ein gréReres
Weichteiltrauma mit sich. Hierbei wird tUber einen lateralen Zugang das Femur meist in seiner
Lange von den Kondylen bis zum Trochanter freigelegt, um dann im Rahmen einer Osteotomie
die Fraktur zu induzieren [20]. Dies fiihrt zu einer einheitlichen Lokalisation und Geometrie der
Verletzung und findet oft Anwendung in Pseudarthrosenmodellen [184]. Das Weichteiltrauma
kann die Vaskularisation des Femurs erheblich einschranken. Ein Vorteil jedoch ist, dass hier
extramedullare Osteosyntheseverfahren zum Einsatz kommen kénnen, die das Endost und
Knochenmark schonen [67]. Grundsatzlich ist die Wahl eines geeignheten
Osteosyntheseverfahrens unabdingbar. Intramedullare Implantate haben den Vorteil, dass sie
gunstiger und etwas leichter in der Anwendung sind, was auch die Operationsdauer verkrzt
[184].

Manigrasso und O’Connor wahlten dazu einen intramedullaren Pin, der distal verkeilt wurde
um eine Dislokation zu verhindern. Die Fraktur wurde nachtraglich mit Dreipunktbiegung
induziert. Insgesamt ist dieses Modell eine Methode, deren Stabilisierung wenig Axial- und
Rotationsstabilitat bietet [67] [101].

In einem ahnlichen Verfahren wird stattdessen ein Pin verwendet, der an den Enden

abgeflacht ist und so die Rotationsstabilitéat erhéht [66].

Ebenfalls suffiziente Stabilitat kann durch eine intramedullare Kompressionsschraube
gewabhrleistet werden, die durch einen distalen Konus und ein proximales Gewinde axiale
Kompression auf den Knochen ausiibt und ebenso rotationsstabil ist. Bei diesem Verfahren
wird zuvor noch ein Fihrungsdraht in den Markraum des Femurs eingefiihrt. Danach erfolgt
erst die Fraktur mittels stumpfer Guillotine. Dadurch werden eine Dislokation der Fragmente

und eine Deformierung des Implantats verhindert [67] [68].

Weiterhin gibt es auch einen fir die Maus entwickelten Fixateur externe, der ebenso fir
Stabilitat sorgt und dabei das Endost und Knochenmark weniger schadigt als intramedullare
Verfahren. Dieser kann allerdings aufgrund seiner externen Lage und GroRe die

physiologische Aktivitdt und das Gangmuster der Mause stoéren [20] [67].

Durch Kombination eines intramedullaren Pins und einer extramedullaren Klammer lasst sich
ein beliebig grolRer Frakturspalt stabilisieren. Mit diesem Pin-Clip kénnen somit
Pseudarthrosemodelle und verzégerte Frakturheilung genauer untersucht werden [40] [41]
[67].

Zuletzt kann auch eine externe Platte zur Stabilisierung genutzt werden. Diese wird mit vier

Schrauben im Knochen verankert. Durch die externe Uberbriickung des Frakturspalts wird die
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Kallusbildung allerdings eingeschrankt. Dies kann umgangen werden, indem der steife mittlere
Teil der Platte durch flexible Dréhte ersetzt wird. Durch die hohe Stabilitdt kann damit vor allem
die desmale Ossifikation untersucht werden [60] [67] [104].

3.5 Simvastatin

Neben Lovastatin wurde im Jahr 1986 Simvastatin als potenziell neues Medikament in der
Therapie zur Lipidsenkung erfolgreich getestet [111]. Die Wirkweise der Statine beruht dabei
auf einer kompetitiven Inhibition des Enzyms 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzym-A-
Reduktase (HMG-CoA). Die Erstzulassung durch die Firma Merck & Co erfolgte in den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) im Jahre 1991. Daraufhin wurde Simvastatin im Laufe
der Jahre weltweit zu einem der meist verordneten Medikamente Uberhaupt [108]. Nachdem
der Markt im weiteren Verlauf durch Generika erganzt wurde, verlor Simvastatin diesen
Stellenwert. Laut Arzneiverordnungsreport hat 2021 die Zahl der Verordnungen von Statinen
inklusive Simvastatin insgesamt bis zum Jahr 2020 immer weiter zugenommen [98].
Simvastatin gilt als das am meisten untersuchte Statin in Tiermodellen und in der

Knochenforschung [114].

3.5.1 Struktur

Simvastatin ist ein synthetisches Derivat von Lovastatin, welches selbst wiederum ein
Fermentationsprodukt des Aspergillus terreus darstellt [80]. Sie gehdren zur Gruppe der
Hexahydronaphthalene. Dabei sieht die Grundstruktur einer substituierten 3,5-
Dihydroxycarbonsaure-Kette aus 5 C-Atomen einem HMG-Molekil dhnlich (Abbildung (Abb.)
1). Der 2-Methylbutyrat-Ester Rest von Lovastatin in Simvastatin wurde durch eine 2,2-
dimethylbutyrat-Ester Gruppe ersetzt, wodurch Simvastatin einen starkeren inhibitorischen
Effekt aufweist. Typ | Statine wie Lova-, Prava-, und Simvastatin besitzen einen ungesattigten
Decalin-Ring [43] [58]. Die International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) -Formel
von Simvastatin lautet [(1S,3R,7S,8S,8aR)-8-[2-[(2R,4R)-4-hydroxy-6-oxooxan-2-yl]ethyl]-
3,7-dimethyl-1,2,3,7,8,8a-hexahydronaphthalen-1-yl]  2,2-dimethylbutanoate = und  die
Summenformel C2sH350s. ES besitzt eine molare Masse von 418 g/ Mol. Der Aggregatszustand
von Simvastatin ist fest und der Schmelzpunkt liegt bei 135-138 °C [144]. Simvastatin liegt als
Lacton-Prodrug vor. Aufgrund dieser Lactongruppe ist es weniger wasserloslich als andere

Statine, was sich allerdings eher gering auf die Bioverfiigbarkeit auswirkt [80].
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Abb. 1: Strukturformel von Simvastatin

3.5.2 Pharmakokinetik

Simvastatin wird als Einzeldosis abends oral in Tablettenform eingenommen, da in der Nacht
die endogene Cholesterinproduktion am gréf3ten ist. Die Dosierung variiert dabei zwischen 5
mg - 80 mg je nach Bedarf. Diese wird je nach Therapieziel oder Komplikation angepasst.
Simvastatin wird als Prodrug in Form eines inaktiven Lactons eingenommen und gut aus dem
Magen-Darm-Trakt resorbiert. Danach durchlauft es einen ausgepréagten First-Pass-Effekt in
der Leber, welche auch gleichzeitig das Zielorgan darstellt [3] [43]. Es wird entweder durch
den OATP1B1 Transporter aktiv in die Hepatozyten aufgenommen oder aufgrund seiner
lipophilen Eigenschaft durch passive Diffusion. In der Leber erfolgt die Hydrolyse in den aktiven
Hauptmetaboliten Betahydroxysaure und vier weitere aktive Metaboliten. Durch dieses hohe
Extraktionsverhaltnis der Leber landen letztendlich nur 5 % des aktiven Metaboliten im
systemischen Kreislauf [44] [167]. Die maximale Plasmakonzentration wurde dabei hach 1 - 2
Stunden gemessen und bei mehrfacher Gabe des Medikaments zeigte sich keine
Akkumulation der aktiven Metaboliten. Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften liegen diese im
Plasma zu mehr als 95 % an Plasmaproteine gebunden vor. Simvastatin ist ein Substrat von
Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4), was zu Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln fihren
kann und bei Komedikation beachtet werden sollte. Nach 96 Stunden zeigt sich, dass
Simvastatin zu 60 % in den Faeces und zu 13 % im Urin nhachgewiesen werden kann, und so

groRtenteils bilidr ausgeschieden wird [3] [58].

3.5.3 Wirkmechanismus und weitere Effekte

Durch Simvastatin, bzw. durch seine aktiven Metaboliten, wird die HMG-CoA-Reduktase
kompetitiv gehemmt, welche ein Schliisselenzym der Cholesterinbiosynthese in der Leber
darstellt. Dieses katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, namlich die
Umwandlung von HMG-CoA zu Mevalonat. Dadurch ist die endogene Synthese von
Cholesterin eingeschrankt [3]. Gleichzeitig hat die Inhibition eines so frihen Schritts in der

Synthese auch den Vortell, dass es nicht zur Akkumulation von zahlreichen Ausgangsstoffen
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kommt, die potenziell toxisch sein kdnnten. Mevalonat dient nicht nur als Vorlaufermolekiil von
Cholesterin, sondern auch von Ubichinon und Dolichol, was mitunter fir die Toxizitat von
HMG-CoA-Reduktase-Hemmern in hohen Dosen in Tierstudien verantwortlich war [44] [100].
Aufgrund des Cholesterinmangels in der Leber, wird die Transkription des Low Density
Lipoprotein (LDL)-Rezeptorgens gesteigert, sodass mehr LDL-Cholesterin aus dem Plasma in
die Leber aufgenommen wird (Abb. 2) [58] [69]. Bereits in friihen Studien aus den Jahren 1989
und 1991 konnte u.a. von McDowell et al. gezeigt werden, dass mit Simvastatin das LDL-
Cholesterin um 39 % gesenkt werden konnte. Das Gesamtcholesterin ist dabei um 32 %
gesunken und Very Low Density Lipoprotein (VLDL)-Cholesterin um 43 %. Somit ist auch der
sinkende Anteil von VLDL-Cholesterin, aus dem LDL-Cholesterin entsteht, fir die Abnahme
von LDL-Cholesterin im Plasma verantwortlich. Triglyceride und Apolipoprotein B sinken beide
um 33 %, wahrend High Density Lipoprotein (HDL)-Cholesterin um 23 % ansteigt [3] [105].
Auch Walker et al. und Stalenhoef et al. konnten eine ahnliche Wirksamkeit von Simvastatin
zeigen [158] [178]. Patienten, die allerdings an kombinierten Hyperlipiddmien leiden, bendétigen
meist noch eine verstarkte Absenkung der Triglyceride. Daher werden Statine oft noch mit
weiteren lipidsenkenden Medikamenten kombiniert [112]. Insgesamt bewirkt Simvastatin eine

Veréanderung der Lipidverhaltnisse im Plasma.
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| HMG-CoA- Reduktase|— Simvastatin
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b

=<t DL- Rezeptor ’
THDL lVLDL—“LDL —— lLDL
Blut &
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Abb. 2: Schema des Wirkmechanismus von Simvastatin in Anlehnung an Horiuchi et
al. [69]

Neben dieser Wirkung auf den Lipidstoffwechsel zeigt Simvastatin noch zahlreiche pleiotrope
Effekte. Diese sind allerdings meist unabhangig von der cholesterinsenkenden Wirkung,
sondern beruhen auf dem Eingriff in den Mevalonatstoffwechsel. Durch die Hemmung der

HMG-CoA-Reduktase entstehen weniger Zwischenprodukte in diesem Stoffwechselweg,

19



3 Einleitung

sogenannte Isoprenoide. Diese sind u.a. fur die Modifikation diverser Zellfunktionen und das
Zellwachstum verantwortlich, wodurch die Entstehung der pleiotropen Effekte erklart werden
kann [49]. Statine kbnnen den Schaden reduzieren, der im Rahmen eines Myokardinfarkts
unter ischamischen Bedingungen entsteht. Die kardioprotektive Wirkung von Simvastatin auf
die kontraktile Funktion des Herzens wahrend der Reperfusionsphase eines Infarkts, konnte
SzAarszoi et al. im Tierexperiment zeigen. Dieser protektive Effekt gilt aber nur fir den akuten
Einsatz von Simvastatin und nicht unter chronischer Behandlung [162]. In einer weiteren
Tierstudie wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit Simvastatin, bezogen auf Muskelschwund
und Kardioprotektivitét, bei einer Tumorkachexie von Vorteil ist [136]. Des Weiteren besitzt
Simvastatin einen deutlich antiinflammatorischen Effekt, der an der Reduzierung von
Entziindungsmarkern, insbesondere von C-reaktivem Protein (CRP), im Blutplasma ersichtlich
wird [50] [122]. Dabei werden vor allem proinflammatorische Zytokine, die von Monozyten
abgegeben werden, inhibiert. Diese Eigenschaften tragen neben der Cholesterinsenkung auch
dazu bei, die Bildung von atherosklerotischen Plaques zu mindern [36]. Zudem ist bekannt,
dass Simvastatin antioxidativ wirkt [6]. Es dampft oxidativen Stress und fordert antioxidative
Abwehrmechanismen. Dies beruht auf verschiedenen Mechanismen. Zum einen werden freie
Radikale entfernt oder deren Produktion durch Inhibition der NADPH-Oxidase gehemmt. Zum
anderen bewirkt Simvastatin eine Wiederherstellung von enzymatisch und nicht-
enzymatischen antioxidativen Systemen [6] [109]. Zusatzlich stimulieren Statine tber einen
Rho-GTPase abhéngigen Weg und durch Aktivierung der Proteinkinase Akt die endotheliale
Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) und wirken somit vaskuloprotektiv [52]. Durch die
gesteigerte NO-Synthese haben Statine auf3erdem eine vasodilatative Funktion [177]. Des
Weiteren haben Statine auch einen biphasischen Einfluss auf die Angiogenese [186]. Dieser
ist allerdings Cholesterin-unabhangig, sondern wird Uber die Isoprenylierung und Modulierung
von G-Proteinen vermittelt. Bei geringen therapeutischen Dosen zeigt sich eine angiogene
Wirkung, bei sehr hohen Dosen allerdings eine angiostatische Wirkung [183]. Zusatzlich
unterliegt dieser Effekt der Modellierung durch angiogene Stimuli und insbesondere der
Mikroumgebung. Unter hypoxischen Bedingungen wird HIF-1a vermindert abgebaut, womit
die Expression von VEGF gefordert wird und somit die Angiogenese stimuliert wird.
Gleichzeitig kann VEGF auch tber die zuvor erwahnte Proteinkinase Akt gefordert werden. Im
Gegensatz dazu werden die Proteinkinase Akt und eNOS unter inflammatorischen
Bedingungen gehemmt. Zusétzlich bewirkt auch TNF-a direkt, dass Statine unter
proinflammatorischen Umstanden negativ auf die Angiogenese wirken [191]. Zudem zeigen
Statine einen antikoagulativen Effekt, u.a. durch Hemmung der Thrombozytenaggregation
[11]. Daruber hinaus wirkt Simvastatin positiv auf die Endothelfunktion und die Vasomotion. In
eher hohen Konzentrationen verbessert es die Barrierefunktion des Endothels [173]. In

Verbindung damit besitzt Simvastatin auch die Fahigkeit, den Blutdruck zu verringern. Dies
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beruht auf dem Zusammenspiel der Hemmung von oxidativem Stress und von der

entzindungshemmenden Fahigkeit in Kombination mit einem Anstieg der NO-Produktion [1].

Simvastatin hat zudem einen nachgewiesenen, bis dato jedoch kontroversen Effekt auf den
Knochenstoffwechsel. Einerseits steigert Simvastatin die Viabilitat und Differenzierung von
Osteoblasten [19]. Zudem nutzt Simvastatin knochenanabole Signalwege des
Ostrogenrezeptors-a und scheint hemmenden Einfluss auf Osteoklasten zu haben [32] [37]
[47] [88]. Jedoch finden sich auch Arbeiten, die einen hemmenden Effekt von Statinen z. B.
durch erschwerte Rekanalisation und  Angiogenese aufgrund reduzierter
Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) beschreiben [167] [169]. Diese und weitere Effekte von
Simvastatin auf den Knochenstoffwechsel werden nachfolgend in einer Ubersicht
zusammengefasst (Tabelle (Tab.) 1).

Effekte Mechanismen

Effekte auf den Lipidstoffwechsel 1 LDL-Rezeptoren

| LDL-, VLDL-Cholesterin, Triglyceride,
Apolipoprotein B im Serum

1 HDL-Cholesterin

Antiatherosklerotische Effekte | Makrophagenwachstum, Akkumulation

von Cholesterin in Makrophagen

| Zelladhasion, Thrombozytenaggregation

| Migration und Proliferation von Myozyten
1 eNOS Aktivitat
1 Fibrinolyse

Pleiotrope Effekte Kardioprotektivitat
Antiinflammatorisch: | CRP,

| Proinflammatorische Zytokine
Antioxidativ: | Freie Radikale | NADPH-
Oxidase

Modellierung der Angiogenese

Antiproliferativ

Antikoagulativ

Vaskuloprotektiv

Vasodilatativ

Effekte auf den Knochenstoffwechsel 1 Viabilitat und Differenzierung von

Osteoblasten
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1 Differenzierung und Rekrutierung von

Stammzellen

1 BMP-2, 1 Ostrogenrezeptor-a, 1
Alkalische Phosphatase,
1 Osteocalcin, 1 OPG

| Apoptose der Osteoblasten

| Differenzierung und Aktivitéat von
Osteoklasten

| Anzahl und Proliferation von Zellkolonien
| RANKL, | MMP-9
1 Knochendichte

Tab. 1: Effekte von Simvastatin

3.5.4 Indikation und Anwendung

Simvastatin wird meist als pharmakologische Ergénzung bei Patienten benutzt, die an einer
primaren Hypercholesterinamie oder kombinierten Dyslipidamien leiden und bei denen eine
Ernahrungsumstellung, Gewichtsreduktion und korperliches Training nicht ausreichend sind
[3] [58]. Eine weitere Indikation stellt auch die homozygote familiare Hypercholesterindmie dar
[3]. Des Weiteren soll es von Patienten eingenommen werden, fir die erhdhte
Cholesterinwerte ein besonderes Risiko darstellen, da sie an manifester atherosklerotischer
Herzerkrankung oder Diabetes mellitus leiden [3]. Dabei senkt Simvastatin die kardiovaskulare
Mortalitat und Morbiditat [3]. Bereits 1994 wurde in der Scandinavian Simvastatin Survival
Study (4S) der Effekt von Simvastatin auf die Gesamtmortalitét von Patienten untersucht, die
an einer koronaren Herzerkrankung (KHK) und erhdhten Cholesterinwerten litten [142]. Dies
war eine multizentrische, randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte Studie, an der 4
444 Patienten teilnahmen. Nach ungefahr 5 Jahren zeigte sich im Vergleich zwischen
Simvastatin- und Placebogruppe eine Senkung des Mortalitatsrisikos mit Simvastatin um
30 %. Schwere koronare Ereignisse konnten um 34 % reduziert werden und die KHK-Mortalitat
um 42%. Auch das Risiko fur einen Schlaganfall oder eine transitorisch ischdmische Attacke
(TIA) konnte um 28 % gesenkt werden. Dabei wurde gezeigt, dass das Gesamtcholesterin um
25 % und das LDL-Cholesterin um 35 % sinken und das HDL-Cholesterin um 8 % ansteigt
[142]. In die 2002 verdffentlichten Heart-Protection-Study (HPS) wurden 20 536 Probanden
eingeschlossen, die an KHK, Diabetes mellitus oder anderen arteriellen
Verschlusskrankheiten litten [56]. Auch hier konnte die KHK-Mortalitdt nach 5 Jahren taglicher
Simvastatin-Gabe um 18 % gesenkt werden. Ebenso konnte eine Risikoreduktion fur die

erwahnten kardialen oder zerebralen Ereignisse bestéatigt werden. Zudem vermindert
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Simvastatin das Risiko fir makrovaskulare Komplikationen fur Patienten mit Diabetes Mellitus.
Zuletzt wurde 2007 in der SEARCH Studie (Study of the Effectivhess of Additional Reductions
in Cholesterol and Homocysteine) der Einfluss von zwei unterschiedlichen Dosierungen von
Simvastatin auf 12 064 Teilnehmer untersucht [151]. Die Probanden hatten in ihrer
Vergangenheit einen Myokardinfarkt erlitten und Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen,
inwiefern sich die Einnahme von 20 mg bzw. 80 mg Simvastatin auf das Auftreten schwerer
vaskularer Ereignisse auswirkt. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Dosierungen. Blof3 die Haufigkeit fir das Auftreten von Nebenwirkungen, insbesondere
einer Myopathie, war in der Gruppe von Probanden, die 80 mg Simvastatin einnahmen, erhoht.
AuBlerdem konnte durch die Verwendung von Simvastatin die Zahl von koronaren
Interventionen wie Gefal3dilatationen und Bypass-Operationen gesenkt werden [142] [151]. In
diesen Studien wurde auch eine deutliche Senkung des LDL-Cholesterins beobachtet, was mit
den zahlreichen weiteren pleiotropen Effekten die positive Wirkung von Simvastatin in der
kardiovaskularen Therapie erklart [78]. Damit wirkt Simvastatin auch stabilisierend auf
atherosklerotische Plaques [78]. Letztlich konnten all diese Effekte von Statinen im Jahre 2010
in einer grol3en Metaanalyse mit 170 000 Probanden aus 26 Studien nochmals bestatigt
werden [22].

3.5.5 Anwendung im Tiermodell

Im Jahre 1999 untersuchten Mundy et al. die Wirkung der primar fettsenkenden Statine auf
den Knochen. Dies geschah mit Hinblick darauf, dass Osteoporose ein schwerwiegendes
Problem in unserem heutigem Gesundheitssystem darstellt. Dazu wurden u.a. Lovastatin und
Simvastatin, sowohl in vitro als auch in vivo, murinen Schadelkalotten zugefiihrt. Es ergab sich
eine vermehrte Expression von BMP-2 mit Anstieg der Knochenbildung sowie ein erhéhtes
Volumen des spongidsen Knochens in Ratten [115]. Diese Ergebnisse ergaben eine neue
Medikamentengruppe auf dem Markt, die hinsichtlich ihrer Wirkung auf den Knochen
vielversprechend erscheint. Neben in vitro Studien folgten somit auch zahlreiche in vivo
Untersuchungen [21] [102] [114] [133].

Dabei wurde Simvastatin systemisch appliziert, das heil3t per os (p.o.), intraperitoneal,
subcutan oder intramuskular. Dieses wird allerdings Uber die Leber verstoffwechselt, was zu
einer sinkenden Bioverfugbarkeit fuhrt. Aufgrund dessen sollte eine regelméRige Applikation
erfolgen, damit der Plasmaspiegel konstant bleibt [131]. Einerseits wurde dies in
Osteoporosemodellen angewandt, in denen vorrangig Ratten zum Einsatz kamen. Bereits
2001 untersuchten Maritz et al. den Effekt unterschiedlicher Dosen Simvastatin an
ovarektomierten Ratten [102]. Hierbei wurde eine Abnahme der Knochendichte (bone mineral
density (BMD)) festgestellt, und je nach Dosis des Statins eine negative oder positive Wirkung

auf die Knochenneubildung [102]. Solch kontroverse Ergebnisse zeigten sich auch in weiteren
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Osteoporosestudien [117] [133] [159] [176]. Zudem wurden auch Studien durchgefihrt, die
sich auf die Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie Ubertragen lassen [75] [76] [118]. Ein besonderer
Schwerpunkt lag dartber hinaus auf Modellen der orthopadischen Chirurgie an Tibiae,
Femora, Huften und Wirbelsdulen unterschiedlicher Nagetiere. Bereits im Jahre 2001
untersuchten Oxlund et al. nach oraler Gabe den Einfluss von Simvastatin auf Wirbelkdrper in
Ratten. Dabei zeigte sich eine Steigerung des spongiésen Knochens und eine erhéhte
Druckbelastbarkeit der Wirbelkérper in der Simvastatingruppe [132]. In weiteren Studien
wurden frakturierte Femora nach osteosynthetischer Versorgung auf die Wirkung von
Simvastatin untersucht [73] [150] [153]. Insgesamt zeigten sich dabei an osteoporotischen
Femora [73], aber auch unter physiologischen Bedingungen, positive Effekte auf die
Frakturheilung und die Knochenformation [150] [153]. Im Jahre 2010 hingegen zeigten
Chissas et al. einen negativen Effekt von Simvastatin auf die Frakturheilung im
Kaninchenmodell. Dabei zeigte sich zum einen eine verminderte BMD, zum anderen eine
verminderte Knorpelbildung im Kallus und damit einhergehend ein vergro3erter Frakturspalt
[21].

Neben systemischer Applikation sind auch Modelle mit lokaler Verabreichung von Simvastatin
durchgefuhrt worden. Die Applikation efolgte hierbei durch wiederholte lokale Injektionen,
mittels Tragermaterialien beispielsweise (bspw.) Scaffolds, zur kontinuierlichen lokalen
Abgabe von Simvastatin [35] [187]. Andere Studien nutzten Gelatine-Schwamme oder
Kollagen-Schwamme kombiniert mit Simvastatin, um diese lokal in einen Knochendefekt
einzubringen [17] [134]. So applizierten Vaziri et al. im Jahr 2007 im Rahmen eines
Peridontitismodells Simvastatin subperiostal in die bukkale Falte von Ratten und fanden
daraufhin nach 4 Wochen ein erhohtes Kallusvolumen und eine erhohte BMD [175]. Die
Studien ergaben kontroverse Effekte von Simvastatin auf die BMD und die Knochenheilung
[17] [34]. In anderen Modellen erfolgt die lokale Bereitstellung von Simvastatin im
Knochendefekt auf unterschiedlichste Art und Weise, zum Beispiel (z.B.) Uber lokal eingelegte
Katheter, beschichtetes Osteosynthesematerial, Scaffolds, Gele, Mikrosphéaren oder
Knochentransplantat vom Rind [39] [72] [137] [139] [154] [163]. Insgesamt wurden dabei
ebenfalls kontroverse Effekte von Simvastatin auf die Knochenheilung beobachtet. Moshiri et
al. kamen in ihrem Review zu dem Ergebnis, dass die Erfolgsrate einer Anwendung von
Simvastatin in orthopadischen Studien im Hinblick auf Knochenregeneration und -heilung,
unabhangig vom Applikationsweg, bei 82,85 % lag, und somit einen positiven Effekt von

Simvastatin zeigten [114].

Trotz dieser Vielzahl an verschiedenen Tiermodellen wurde Simvastatin interessanterweise

bis dato noch nicht in einem Ischamiemodell hinsichtlich der Frakturheilung untersucht.
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3.5.6 Nebenwirkungen

Neben der Wirksamkeit von Simvastatin wurden in den beiden groRen Studien 4S und HPS
bereits in frihen Jahren auch damit einhergehende unerwiinschte Arzneimittelwirkungen
untersucht [56] [142]. Grundsatzlich sind Statine gut vertragliche Medikamente mit
Nebenwirkungen, die als selten (< 1/1000) oder sehr selten (< 1/10000) eingestuft werden
(Tab. 2). Allgemein zahlen dazu u.a. Kopfschmerzen, Schwindel, Ubelkeit und Obstipation.
Spezifischer sind hingegen die in den grof3en Studien berichteten ansteigende Leberwerte im
Rahmen einer Erh6hung der Serum-Transaminasen. Dies ist meist zu Beginn einer Therapie
sichtbar, aber nach Dosisreduktion oder Absetzen des Statins rucklaufig. Wahrscheinlich
beruht dies auf der Reaktion der Leber auf den lipidsenkenden Effekt [3] [8]. Des Weiteren
wurde nach regelmafiger Simvastatineinnahme der Anstieg der Creatinkinase (CK) im Serum
beobachtet und damit einhergehend eine Myopathie mit entsprechenden Muskelschmerzen.
Grundsatzlich konnte aber fir das Auftreten von Myalgien in der HPS-Studie zwischen
Simvastatin und Placebo kein signifikanter Unterschied festgestellt werden [56]. Begleitend zu
einer bis zu 40-fach Gber der Norm erhéhten CK-Konzentration ist meist eine Rhabdomyolyse.
Diese ist eine lebensbedrohliche Komplikation mit stark erhdhten Myoglobinwerten,
Myoglobinurie und schlieB3lich akutem Nierenversagen. Die Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten ist dosisabhéngig und somit insbesondere bei hohen Dosen wie 80 mg erhoht.
Aufgrund der Verstoffwechselung von Simvastatin Uber CYP3A4 besteht ein grol3es
Interaktionsrisiko mit anderen Medikamenten und damit einhergehend auch ein erhdhtes
Risiko fir das Auftreten von Nebenwirkungen. Die gleichzeitige Anwendung von potenten
CYP3A4-Inhibitoren wie z.B. Fibraten, Erythromycin, Ketoconazol und HIV-Protease-
Inhibitoren ist kontraindiziert, da dadurch die Konzentration von Simvastatin erhdht wird und
letztlich vor allem Myopathien und Rhabdomylose vermehrt auftreten. Daraus ergeben sich
als Kontraindikation fir die Einnahme von Statinen Muskelerkrankungen, Schaden der Leber
und akute Unvertraglichkeitsreaktionen. Zudem ist es in der Schwangerschaft und Stillzeit
kontraindiziert. Trotz mangelnder Studienlage wird davon ausgegangen, dass mit Einnahme
von Simvastatin wichtige Metaboliten der Cholesterinsynthese im Fo6tus vermindert

vorkommen und damit die Entwicklung beeintréachtigt wird [3] [8].

Selten (< 1/1000) Sehr selten (< 1/10000)
Blut und Immunsystem Anamie Anaphylaxie
ZNS und Psyche Kopfschmerzen, Schlaflosigkeit, Amnesien

Parasthesien, Schwindel,
periphere Neuropathie,
kognitive Beeintrachtigung,

Sehverschlechterung
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Gastrointestinaltrakt und | Obstipation, Leberversagen
Leber Bauchschmerzen, Flatulenz,
Dyspepsie, Diarrho,
Ubelkeit, Erbrechen,
Pankreatitis

Hepatitis, Ikterus

Erhéhung der Serum-
Transaminasen und der

alkalischen Phosphatase

Haut Hautausschlag, Pruritus, Lichenoide
Alopezie Arzneimittelexantheme,
Gynékomastie
Skelettmuskel und Myopathie mit Myositis, Muskelriss
Bindegewebe Myalgie, Muskelkrampfe,

Rhabdomyloyse mit/ohne
Nierenversagen,
Erhéhung der CK-Werte
Stoffwechsel Erhéhung von HbAlc und

Nuchternglucosespiegel,
Gefahr fur metabolisches
Syndrom und Diabetes

mellitus

Tab. 2: Nebenwirkungen von Simvastatin

3.6 Ischamie

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) der unteren Extremitat besitzt mit 202
Millionen betroffenen Menschen weltweit (Stand 2017) eine hohe Pravalenz in der
Bevolkerung [2]. Dies wird beeinflusst durch die alternde Bevolkerung und damit
zusammenhangend durch das vermehrte Auftreten von Komorbiditaten wie Bluthochdruck und
Diabetes mellitus. Mit der pAVK einhergehende Endpunkte sind dabei meist Myokardinfarkte
und cerebrovaskulare Ereignisse [2]. Aber auch eine suffiziente Frakturheilung ist von einer
ausreichenden arteriellen Blutversorgung abhangig. So gilt eine verminderte Blutzufuhr und
damit einhergehenden ischdmischen Verhaltnissen mit Mangel an Sauerstoff und Nahrstoffen
als Risikofaktor fur die Entstehung von Pseudarthrosen [53]. Es wurde schon relativ frih
festgestellt, dass ein arterieller Verschluss in Patienten mit Tibiafraktur zu einer schlechteren

Heilung fuhrt [29]. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Patienten mit insuffizienter
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Frakturheilung und Pseudarthrose von einer angiographischen Revaskularisation profitierten
[27].

Um die Mechanismen der Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen besser zu
verstehen, wurden Untersuchungen im Tiermodell durchgefiihrt. Lu et al. haben Mause
unterschiedlichen Alters im Rahmen eines Tibia Frakturmodells miteinander verglichen. Dabei
wurde gezeigt, dass die Knochenbildung und das Remodeling bei &lteren Mausen (18 Monate)
eingeschrankt war, sowie dass eine verzogerte Zelldifferenzierung und -invasion stattfinden
[93]. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die Gruppe der alteren Mause eine
verminderte Reaktion auf angiogene Reize aufwiesen und dies die eingeschrankte
Frakturheilung beeinflussen koénnte [96]. In einem weiteren Modell von Lu et al. wurde ein
ischamisches Milieu durch Resektion der Femoralarterie erzeugt und dann die Heilung einer
Tibiafraktur untersucht. Dabei ergab sich eine verminderte KallusgréRe mit geringerer
Knochen- und Knorpelmatrix [95]. Die zuvor beschriebene Resektion der Arterie fuhrt zu einer
abrupten schwerwiegenden Ischamie, die in dieser Form im klinischen Alltag kaum zu finden
ist. Die durch pAVK induzierte Ischamie ist eine chronisch milde Ischamie, die erst mit der Zeit
zu hypoxischen Bedingungen im Gewebe flhrt [24] [107]. Eine Reihe von verschiedenen
chirurgischen Verfahren, um eine milde Extremitatenischamie zu induzieren, wurde bereits von
Aref et al. in einem Review dargestellt [7]. Allerdings wurde dabei nicht der Einfluss auf die
Frakturheilung beschrieben. Aus diesem Grund haben Menger et al. ein Mausmodell mit milder
Ischamie durch eine abgangsnahe doppelte Ligatur der Arteria (A.) profunda femoris und

nachfolgend geschlossener Frakturierung des Femurs entwickelt [107].

Die A. profunda femoris erweist sich dabei als geeignet, da sie hauptsachlich den Femurschatft
und die mediale Oberschenkelmuskulatur versorgt. Gleichzeitig kommt es zu einer geringeren
Ausbildung von Kollateralen im Vergleich zur Ligatur von anderen Oberschenkelarterien [7].
In der Studie von Menger et al. zeigte sich 5 Wochen postoperativ eine verminderte
Biegesteifigkeit zusammen mit einem verminderten Knochenanteil im Kallus und einem
verzégerten Remodelingprozess [107]. Anhand dieses Modells konnte gezeigt werden, dass
es durch die hypoxischen Bedingungen zu einer eingeschréankten Frakturheilung kommt.
Dieses Modell gilt als Grundlage fur die vorliegende Studie zur Untersuchung der bislang

unbekannten Wirkung von Simvastatin auf die Frakturheilung in einem Ischamiemodell.

3.8 Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob die systemische Applikation von Simvastatin

Einfluss auf die Frakturheilung in einem murinen Isch&miemodell hat.
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3 Einleitung

3.9 Fragestellung

Die durchgefuhrten tierexperimentellen Studien sollten die Frage beantworten, inwieweit die
Applikation von Simvastatin die Frakturheilung gegeniber der Applikation eines Vehikels in

einem etablierten Ischamiemodell an der Maus beeinflusst.

Trotz des dargestellten breiten Einsatzes von Simvastatin im klinischen Alltag, liegen bislang
keine Informationen beziglich der Wirkung von Simvastatin auf die Frakturheilung unter

ischamischen Bedingungen vor.
Die Nullhypothese lautet:

,Die Frakturheilung wird durch systemische Applikation von Simvastatin unter
Ischamiebedingungen im Mausmodell im Vergleich zu Tieren ohne Applikation von

Simvastatin (Kontrollen) nicht beeinflusst.*
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4 Material und Methodik

4.1 Methoden
4.1.1 Studiendesign

Die Studie mit der Tierversuchsnummer 35/2020 wurde am Institut fir Klinisch-Experimentelle
Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg/Saar durchgefihrt. Sie erfullt die
Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes und wurde von der Behdrde (Landesamt
fur Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterinarwesen - Zentralstelle, Konrad-
Zuse-Stral3e 11, 66115 Saarbriicken) genehmigt.

Bei diesen Untersuchungen kamen insgesamt 47 Tiere zum Einsatz. Davon wurde 22 Tieren
Simvastatin in einer Dosierung von 30 mg/kg KG p.o. verabreicht. Aquivalent dazu bekamen
25 Tiere die entsprechende Menge isotone Kochsalzlésung (NaCl) ebenfalls p.o.. An Tag 0
wurde mittels eines standardisierten Operationsverfahrens eine Ischamie sowie eine Fraktur
induziert und mittels Osteosynthese stabilisiert. Je nach Gruppenzuordnung erfolgte die
Auswertung nach 2 oder 5 Wochen. Untersucht wurden die extrahierten Proben dann
biomechanisch, radiologisch mittels Rontgen und Computertomographie (CT),
histomorphometrisch und proteinbiochemisch in Form eines Western Blots (Tab. 3).

Simvastatin Kontrolle

2 Wochen 5 Wochen 2 Wochen 5 Wochen
Biomechanik n==8 n=9 n=10 n=10
Radiologie n=_8 n=9 n=10 n=10
Histomorphometrie n=7 n=9 n=10 n=10
Western Blot n=5 X n=5 X

Tab. 3: Studiendesign

4.1.2 Tiermodell

Die 3 bis 6 Monate alten CD-1 Mause wurden in der Tierhaltung ebenfalls am Institut fur
Klinisch-Experimentelle Chirurgie an der Universitat des Saarlandes gehalten. Dabei wurde
auf klimatisierte Bedingungen mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % und einer
Lufttemperatur von 22 °C bis 24 °C sowie auf einen 12-stindigen Tag/Nacht-Rhythmus
geachtet. Die Tiere erhielten Standardfutter (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) in

Pelletform und Wasser stand ihnen frei zur Verfigung. Das mittlere Gewicht der Mause belief
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sich auf 37,46 g + 5,46 g (Simvastatingruppe: 36,98 g + 5,59 g, Kontrollgruppe: 38,01 g + 5,26
9)

Zur osteosynthetischen Versorgung wurde eine intramedullare Zugschraube (MouseScrew™,
RISystem AG, Davos, Schweiz) gewahlt (Abb. 3), die aus medizinischem Stahl besteht. Die
Schraube misst eine Lange von 17,2 mm und einen Durchmesser von 0,5 mm. Zur proximalen
Verankerung besitzt die Schraube ein Gewinde mit 0,5 mm Durchmesser und 4 mm Lange.
Distal befindet sich ein Konus mit 0,8 mm Durchmesser. Durch diesen Aufbau wird vor allem
axiale Kompression als auch Rotationsstabilitéat gewahrleistet. Zusatzlich befindet sich am
Konus ein 1,3 mm langes Verlangerungsteil, welches in den Schraubendreher eingespannt
wird und nach korrekter Position der Schraube im Femur bei einem definierten Drehmoment

an der Sollbruchstelle abbricht.
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Abb. 3: MouseScrew™ (RISystem AG)-
Lange 17,2 mm, Durchmesser 0,5 mm -
Gewinde (A), Konus (B), Sollbruchstelle
(C), Verlangerungsteil (D)

4.1.3 Operationsverfahren

Die Versuchsdurchfihrung erfolgte ebenso am Institut fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie

der Universitat des Saarlandes. Dabei wurden stets standardisierte Bedingungen eingehalten.

Zu Beginn erfolgte die Narkotisierung der Mause Uber eine intraperitoneale Applikation von
100 mg/kg KG Ketamin (Ursostamin® 100 mg — Serumwerke Bernburg, Bernburg,
Deutschland) und 12 mg/kg KG Xylazin (Rompun® 2 % - Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland). Um die Augen vor Austrocknung zu schiitzen wurde eine Dexapanthenol-Salbe
(Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH) aufgetragen. Die Haare am
gesamten rechten Bein, in der rechten Leiste und ein Teil der Rickenbehaarung an der

rechten Flanke wurden mit Hilfe eines kleinen elektrischen Rasierers abrasiert. Danach wurde
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eine Enthaarungscreme (elca-med® - ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland)
aufgetragen, die nach ungefahr einminttiger Einwirkzeit wieder sorgfaltig abgewaschen

wurde, sodass das Operationsgebiet nun vollstdndig von Haaren befreit war.

Nachdem die Maus in Rickenlage auf dem Operationstisch platziert wurde, wurde die Haut
grundlich mit einem Desinfektionsmittel (Softasept® N, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) desinfiziert. Das rechte Bein wurde entweder mit einem Fixierpflaster (Leukotape
classic®, BSN Medical, Hamburg, Deutschland) auf der Unterlage oder je nach
Operationsschritt mit der linken Hand fixiert. Dabei ist das Bein leicht aul3enrotiert und
extendiert. Nach Bestatigung einer ausreichenden Narkosetiefe Uber Schmerzreflexe wie z.B.
mit dem toe pinch reflex, erfolgte der 8 mm lange Hautschnitt mit einer Skalpellklinge (Carbon
Steel Skalpellklingen #11 — Braun Aesculap AG & Co KG, Tuttlingen, Deutschland) medial der
Patella. Dabei wurde darauf geachtet, dem bereits von auf3en sichtbarem Verlauf des
femoralen Gefafl3-Nerven-Bindels zu folgen, dennoch aber den Schnitt lateral davon zu
setzen, um dieses nicht zu schadigen (Abb. 4). Nach Inzision der Haut wurde das femorale
Gefal3-Nerven-Biundel aufgesucht und nach proximal zum Leistenband verfolgt. Nun wurde
distal des Inguinalbandes nach medial der Abgang der A. profunda femoris mit einer spitzen
Pinzette und einer stumpfen Sonde freiprapariert (Abb. 5-6). Unter der Arterie wurden nun zwei
0,7 mm dicke Seidenfaden (RESORBA, Nurnberg, Deutschland) durchgefadelt (Abb. 7) und
jeweils einzeln verknotet, um so die doppelte Ligatur der A. profunda femoris und damit die

ischamischen Bedingungen zu induzieren (Abb. 8-9).

Im nachsten Schritt erfolgte ein ungefahr 5 mm langer vertikaler Schnitt am medialen Rand
der Patellarsehne am Ubergang zur Kniegelenkskapsel (Abb. 10), um darauffolgend mit einem
Wattetupfer die Patella nach lateral zu luxieren. Nun ertffnete sich der Blick auf die
Femurkondylen (Abb. 11). Mit der linken Hand wurde das Bein in Flexionsstellung gehalten,
damit mittels einer 24 Gauge (G) Spritzkanile (BD Microlance 3TM - 24 G 1 - Nr. 17,
Durchmesser 0,55x25 mm, B. Braun, BD Drogheda, Ireland) zentral in der Fossa
intercondylaris die Kortikalis des Femurs bis auf den Markraum eréffnet werden konnte (Abb.
12). Danach wurde in das entstandene Loch in der Kortikalis eine 27 G Spritzkanile (BD
Microlance 3TM - 27 G % - Nr. 20, Durchmesser: 0,4 x 19 mm, B. Braun) eingefiihrt, die das
Femur in seiner ganzen Lange retrograd bis zum Bereich des Trochanter major durchbohrt
(Abb. 13). Die Kortikalis am proximalen Femur wurde nun ebenfalls durchstoRen. Nach
Entfernen der Kantle wurde in den Bohrkanal ein ca. 10 cm langer Wolframdraht mit einem
Durchmesser von 0,2 mm (Goodfellow Cambridge Limited, Huntingdon, England) eingefihrt
(Abb. 14), dessen Ende proximal an einer kleinen Inzision in der Riickenhaut nach auf3en tritt.
Dieser kam im Femur nun so zu liegen, dass das distale und proximale Ende einige Zentimeter
Uber dem Knochenniveau ragten. Nach rontgenologischer Verifizierung der korrekten Lage

des Drahtes (Abb. 15) und einer weiterhin suffizienten Narkosetiefe erfolgte die geschlossene
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Fakturierung des Femurs mittels Dreipunktbiegung (Abb. 16). Dazu wurde das rechte Bein in
einer stumpfen Guillotine positioniert und durch Herunterfallen eines spezifischen Gewichts
standardisiert die Fraktur induziert [61] [68]. In der Rontgenkontrolle war nun in der seitlichen
Ebene eine diaphysare Schrag- bzw. Querfaktur nachweisbar (Abb. 17), die dem Typ A2 bis
A3 der AO-Klassifikation entspricht [57]. Darauffolgend wurde eine intramedullare
Zugschraube (MouseScrew™, RISystem AG) mit ihrem Verlangerungsteil in den
Schraubendreher eingespannt. Die Maus lag hierbei auf ihrer linken Seite und mit Zeigefinger,
Mittelfinger und Daumen der linken Hand wurde das rechte Bein so fixiert, dass es in einer
maoglichst stabilen flektierten Seitenlage verbleibt. Mit dem Mittelfinger wurden die Weichteile
nach proximal gezogen, um freie Sicht auf die Femurkondylen zu garantieren. Der Mittelfinger
lag in der Fossa poplitea um das Bein optimal zu beugen, wahrend dabei Daumen und
Mittelfinger den Unterschenkel fixieren. Die Zugschraube wurde nun auf das Ende des
Fuhrungsdrahtes gesteckt, welches am distalen Ende des Femurs hinausragt. Mit
gleichméaRiger Drehbewegung im Uhrzeigersinn und leichtem Druck wurde die Schraube
entlang des Fuhrungsdrahtes retrograd in den Bohrkanal eingebracht (Abb. 18). Nachdem sich
das Gewinde im proximalen Femur und der Konus distal zwischen den Kondylen verankerten,
brach das Verlangerungsteil der Schraube an der Sollbruchstelle ab und der Draht konnte
durch die kleine Hautinzision dorsal entfernt werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
Schraube so tief eingebracht wurde, dass ihr Konus vollstandig in der Fossa intercondylaris
versenkt war (Abb. 19). Um die korrekte Lage der Schraube und der Knochenfragmente zu
verifizieren, wurde erneut eine rontgenologische Kontrolle in Seitenlage durchgefiihrt (Abb.
20). Danach wurde die Patella reponiert und die Patellarsehne und Gelenkkapsel mit
Einzelknopfnahttechnik mit 5-0 Prolene®-Faden (Ethicon Inc., Somerville, USA) in
Extensionslage des Beines refixiert (Abb. 21). Darauf wurde durch passives Beugen und
Strecken des Beines Uberprift, ob der Bewegungsumfang des Kniegelenks, dem der
Ausgangslage entspricht. Zum Schluss wurde die Haut mit drei Hautnahten ebenfalls mit 5-0
Prolene®-Faden verschlossen (Abb. 22). Zum Ausgleich des Flissigkeitsverlustes wahrend
der Operation wurde der Maus 10 ml/kg KG Natriumchloridldsung subkutan in die

Nackenfalten appliziert.
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Abb. 4: Hautschnitt medial der Patella
an der Oberschenkelinnenseite

A. profunda femoris

A. poplitea
A. saphena
Abb. 6: Schematische Darstellung Abb. 7: Durchzug der Ligaturfaden
der Lokalisation der Ligatur unter der A. profunda femoris

Abb. 8: Doppelte Ligatur der A. Abb. 9: Ligatur zur Induzierung einer
profunda femoris am Tierkadaver milden Isch&mie
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Abb. 10: Darstellung der
Patellarsehne

Abb. 12: Eréffnung der Kortikalis mit
einer 24 G Kantle

b

Abb. 14: Fihrungsdraht
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Abb. 11: Nach lateral luxierte Patella,
Blick auf die Femukondylen

Abb. 13: 27 G Kantle zur
Durchbohrung des Markraums

Abb. 15: Lage des Fuhrungsdrahts im
Rontgen
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Abb. 16: Geschlossene Frakturierung Abb. 17: Rontgenologische Kontrolle
des Femurs der Femurfraktur

7 _L'/LL (87

Abb. 18: Implantation der MouseScrew ™ Abb. 19: Konus der Zugschraube o
(RISystem AG) mittels Schraubendreher interkondylar versenkt

Abb. 20: R(';ntgenologische Kontrolle M
der Lage der Zugschraube durch Einzelknopfnaht
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Abb. 22: Hautnaht

4.1.4 Medikamentenapplikation
Die Applikation von 30 mg/kg KG Simvastatin (SimvaHEXAL® - HEXAL AG, Holzkirchen,

Deutschland) bzw. von einer dquivalenten Menge NacCl (0,9 % Isotone Kochsalz-Lésung, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) erfolgte p.o. mit Hilfe einer Schlundsonde
jeweils taglich, beginnend am Tag der Operation. Dies erfolgte je nach Gruppenzugehorigkeit

2 oder 5 Wochen lang.

4.1.5 Totung der Tiere

Nach 2 bzw. 5 Wochen wurden die Mause zunachst narkotisiert, um eine seitliche
Rontgenaufnahme des rechten Femurs anzufertigen (Abb. 23). Daraufhin erfolgte die Toétung

durch Genickbruch, um die Femora zu extrahieren.

4.1.6 Praparation der Knochen

Nach Totung der Tiere erfolgte die Explantation beider Femora zur weiteren Auswertung. Dazu
erfolgte der Hautschnitt beginnend am Tibiaplateau entlang des Femurs bis zur Hifte mit einer
Skalpellklinge (Carbon Steel Skalpellklingen #15 — Braun Aesculap AG & Co KG). Die
Patellarsehne und weitere stabilisierende Bander wurden horizontal abgetrennt, um Tibia und
Femur voneinander zu separieren. Am Femurschaft wurde moglichst knochennah nach
proximal prapariert. Nach Durchtrennung der Hiiftgelenkskapsel und der zugehdrigen Bander
erfolgte die Exartikulation des Femurkopfes. Die explantierten Femora werden nun
bestméglich vom angrenzenden Weichteilmantel befreit. Die intramedulldre Zugschraube
wurde mithilfe eines Entfernungsinstruments aus dem vormals frakturierten Femur vollstandig
entfernt. Wahrenddessen wurden beide Femora stéandig mit Natriumchloridldsung feucht
gehalten und in feuchte Kompressen eingewickelt. Nach der biomechanischen Analyse
wurden die Femora in Formalinlésung (4 %) konserviert (Abb. 23).
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Die Totung und Praparation der Versuchstiere in der Western Blot Gruppe erfolgte auf die
gleiche Weise, jedoch wurde dabei nur das rechte Femur explantiert. Im Anschluss wurde bei
diesen Proben das Kallusgewebe, das sich nach zwei Wochen gebildet hatte, abgetragen, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C kryokonserviert.

Abb. 23: Explantiertes Femur nach
Einlage in Formalin

4.2 Zielkriterien und Auswertung

4.2.1 Biomechanik

Zunachst erfolgte anschlieRend an die Réntgenanalyse die biomechanische Analyse beider
explantierter Femora 2 und 5 Wochen postoperativ. Dazu wurden diese einer 3-Punkt-Biege-
Testung unterzogen (Mini-Zwick Z 2.5, Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) (Abb. 24). Hierbei
wird die Biegesteifigkeit [N/mm] gemessen, ohne die Knochen zu zerstéren. Das gesunde
kontralaterale Femur wurde ebenfalls einer Messung unterzogen, um die Biegesteifigkeit des
frakturierten Femurs zuséatzlich zu absoluten auch in relativen Werten im Verhaltnis zur
gesunden Gegenseite angeben zu kdénnen. Dies diente zusatzlich als interne Kontrolle. Um
standardisierte Bedingungen zu gewahrleisten, wurden die Knochen stets mit der ventralen
Seite nach unten positioniert. Der Stempelabstand betrug 6 mm und die Geschwindigkeit der
Messung erfolgte mit 1 mm/min. So kann die Biegesteifigkeit in dem dabei entstandenen
linearen Anteil des Kraft-Weg-Diagramms abgelesen werden. Nach der Testung wurden die

Femora in Formalinlésung bis zur weiteren Auswertung konserviert.
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Abb. 24: Positionierung eines gesunden
Femurs in der 3-Punkt-Biegevorrichtung

4.2.2 Rontgen

Jeweils nach 2 und 5 Wochen erfolgte eine rontgenologische Analyse beider explantierter
Femora (Abb. 25). Die Bilder wurden mit einer Spannung von 24 kV und einer Belichtungszeit
von 10 Sekunden im anterior-posterioren Strahlengang angefertigt (MX-20- Faxitron X-ray
Corporation, Wheeling, IL, USA; Faxitron Sr 1.4.1 - Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, IL,
USA). Zur weiteren Auswertung wurde der Goldberg-Score genutzt [48]. Anhand dieses
Schemas konnte beurteilt werden, inwieweit eine knécherne Uberbauung des Frakturspalts
stattgefunden hat (Tab. 4).

Punkte Bedeutung

0 Keine knécherne Uberbauung

1 Partielle knécherne Uberbauung

2 Vollstandige knocherne Uberbauung

Tab. 4: Schema Goldberg-Score je Kortikalis in
seitlicher Rontgenaufnahme
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Abb. 25: Réntgenaufnahme beider
Femora nach Explantation: frakturierter
Knochen nach 2 Wochen (A) und
gesunder kontralateraler Knochen (B)

4.2.3 Computertomographie (CT)

Die konservierten Femora der 2 und 5 Wochen Gruppen wurden daraufhin einer
computertomographischen Analyse ex vivo unterzogen. Die rechten Femora wurden in einer
Micro-CT (Skyscan 1172, Bruker, Billerica, MA, USA) mit einer Schichtdicke von 7,5 pm
eingescannt (Stromstéarke: 200 pA, Réhrenspannung 50 kV, Intervalle: 0,4 °, Expositionszeit:
2400 ms, Filter: 0,5 mm Aluminium). Die Bilder wurden dann in dreidimensionaler Form
rekonstruiert und abgespeichert. Zur Analyse wurde eine Computersoftware CTAnalyser
verwendet (Bruker, Billerica, MA, USA) verwendet. Zunachst wurde eine Region of interest
(ROI) proximal und distal definiert, die das gesamte Kallusgewebe umfasste. Danach wurde
von Bild zu Bild in der transversalen Ebene der Kallus unter Aussparung des Markraums und
des urspriinglich gesunden Knochengewebes markiert und die ROI damit prézise konturiert.
Um Knochen und Weichteile voneinander zu unterscheiden, wurden durch die Software
bestimmte Schwellenwerte gemafd Vorarbeiten festgelegt [126] [128]. Anhand der nun
generierten ROI erfolgte die Auswertung der Daten. Untenstehende Parameter wurden hierzu
ermittelt (Tab. 5).
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Micro-CT Parameter

Gesamtvolumen Kallus [mm?] (Tissue Volume, TV)

Gesamtvolumen Knochen [mm?3] (Bone Volume, BV)

Verhaltnis des Knochenvolumens (BV) zum Kallusvolumen (TV) [%], (BV/TV)
Trabekeldicke [mm] (Trabecular thickness, ThTh)

Trabekelabstand [mm] (Trabecular separation, ThSp)

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

Tab. 5: Parameter der computertomographischen Analyse

4.2.4 Histomorphometrie

Nach der CT wurden von den in Formalin eingelegten Femora der rechten Seite histologische
Préaparate angefertigt. Hierzu wurden diese zunachst fir 12-24 Stunden in eine Zinklésung
(ICH Zinc Fixative, BD Biosciences Pharmingen™, San Jose, CA, USA) eingelegt und damit
fixiert. Zur Entkalkung wurden die Knochen 2 Wochen bei 4 °C in eine 13-prozentige
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) -Losung gelegt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %, 80 %, 90 % fur jeweils eine Stunde und 100 % Alkohol fur jeweils viermal eine Stunde)
entwassert. Im Anschluss wurden die Femora dreimal fir jeweils eine Stunde mit Xylol
behandelt, sodass das Gewebe paraffingéngig wurde. Die anschlie3ende Einbettung in heil3es
Paraffin dauerte ungefahr eine Stunde. Aus den Paraffinblécken wurden dann im Bereich des
groften Kallusdurchmessers Schnitte mit einer Schichtdicke von 5 pm in longitudinaler
sagittaler Schnittrichtung hergestellt. Die fertigen Schnitte wurden anschlieBend nach der

etablierten Safranin-O-Farbetechnik angefarbt.

Hierzu wurden die Praparate zunachst eine Minute (min) mit einer Eisenhdmatoxylinlosung
nach Weigert behandelt und mit destilliertem Wasser abgespilt. Daraufhin erfolgte die
Differenzierung der Préparate mit Salzsdure und Alkohol und das Blauen fur 5 min in
Leitungswasser. Nach dem erneuten Spilen mit Wasser erfolgte die Farbung mit 0,02 % Fast
Green. Nach 4 min wurde diese mit Essigsaure 1 % abgespiilt und dann 0,1 % Safranin O
Farbung fur 5 min aufgetragen. Durch dieses Gegenfarben erhalt Knorpelgewebe schliel3lich
rote Farbe und wurde erneut mit 1-prozentige Essigsaure gespilt. Zuletzt erfolgte die
Entwéasserung mit 96-prozentigem Ethanol und Isopropanol. Das Praparat wird abschliel3end
noch in Xylol zur Entfernung des Paraffins geschwenkt und dann in xylolhaltigem Losemittel
eingebettet. In der Safranin-O-Farbung sind Zellkerne schwarz und das Zytoplasma grau-grin.
Von rotem Knorpelgewebe lassen sich griines Knochengewebe und grau-rosafarbenes

Bindegewebe somit gut abgrenzen (Abb. 26).
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Die nun fertigen histologischen Schnitte wurden mit einem Mikroskop (Keyence
Fluoreszenzmikroskop Biozero BZ 8100E, Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg,
Deutschland) unter 1,25-facher VergroRerung (Plan Apo Objektiv 2x/0.10, Nikon, Amsterdam,
Niederlande) mikroskopiert und mit einer Software digitalisiert (Zeiss Axio Vision 3.1 und Zeiss
Axio Cam - Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Mithilfe einer weiteren Software (ImageJ
Analysis System, U.S. National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) konnten dann die

Parameter der verschiedenen Gewebeanteile ermittelt werden (Tab. 6).

Messparameter

Periostale Gesamtkallusflache [mm?] (CAr)
Knorpeliger Anteil innerhalb der Gesamtkallusflache [mm?] (CgAr)
Knodcherner Anteil innerhalb der Gesamtkallusflache [mmZ2] (TOTAI)

Bindegewebiger Anteil innerhalb der Gesamtkallusflache [mm?] (FTAr)

Tab. 6: Histomorphometrische Parameter

Auf der Grundlage der oben genannten Parameter (Tab. 6) konnten dann in Anlehnung an die
Methode von Gerstenfeld et al. [45] folgende Daten berechnet werden (Tab. 7):

Parameter Berechnung
Anteil von Knorpelgewebe an Knorpeliger Anteil innerhalb Gesamtkallusfléche (CgAr)
der Gesamtkallusfkache [%)] Gesamtkallusflache (CAr)

Anteil von Knochengewebe an Kndcherner Anteil innerhalb Gesamtkallusflaiche (TOTAr)
der Gesamtkallusfkache [%)] Gesamtkallusflache (CAr)

Anteil von Bindegewebe an der | gingegewebiger Anteil innerhalb Gesamtkallusflache (FTAr)
Gesamtkallusfkache [%] Gesamtkallusflache (CAr)

Tab. 7: Berechnung histomorphometrischer Daten
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Abb. 26: Femur im longitudinalen sagittalen Schnitt (Safranin-O F&arbung): Knochen(A),
Knorpel (B), Artefakte (C), Bindegewebe (D)

4.2.5 Western Blot

Nach 2 Wochen wurde in einer separaten Versuchstiergruppe die Proteinexpression im
Kallusgewebe mittels Western Blot unter aquivalentem Einfluss von Simvastatin bzw. in Tieren
der Kontrollgruppe analysiert. Dabei wurden folgende Marker bestimmt: OPG, RANKL, BMP-
2/-4, Cyr-61, VEGF, CD31, PI3K (Tab. 8). Auf eine Analyse von Kallusgewebe nach 5 Wochen
wurde verzichtet, da zu diesem Zeitpunkt die Durchbauung des Frakturspalts mit
Knochengewebe schon zu weit fortgeschritten ist, sodass bei der Probenentnahme nicht
standardisiert zwischen Kallusgewebe und origindrem Knochengewebe unterschieden werden

kann.
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Protein Funktion

OPG Inhibition der Osteoklastogenese
RANKL Stimulation der Osteoklastogenese
BMP-2 Knochenformationsmarker

BMP-4 Knochenformationsmarker

Cyr-61 Knochenformations- und Angiogenesemarker
VEGF Angiogenesemarker

CD31 Angiogenesemarker

PI3K Proliferations- und Differenzierungsmarker

Tab. 8: Proteine und ihre generelle Funktion, deren Expression mittels Western Blot in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurden

Nach der oben beschriebenen Kryokonservierung der Proben wurden diese im Lysepuffer (ca.
500 pl pro 100 mg Probengewebe )(Mengenangaben fir 10 ml Lysepuffer; 100 ul
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) 1M pH 7,5, 20 ul NaCl 5M, 4 ul EDTA 250 mM, 500
pl Triton-X-100 10 %, 50 ul NaNs, mit destilliertem Wasser auf 10 ml aufgefillt) und mit
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Protease Inhibitor Cocktail 100 mM (Verhaltnis zum
Endvolumen 1:500) und Phosphatase Inhibitor Cocktail Cell Signaling (Verhéltnis zum
Endvolumen 1:100) auf Eis fur 20 Sekunden homogenisiert (Miccra Mini Batch
Homogenisator, Miccra GmbH, Heitersheim, Deutschland). Anschlie3end wurde die Losung
30 min auf Eis inkubiert und danach weitere 30 min mit einer Zentrifuge bei 16000
Umdrehungen pro min und 4 °C Umgebungstemperatur zentrifugiert. Das entstandene Lysat
wurde nach Uberfuhrung in neue ReaktionsgefalRe auf -20 °C Eis gelagert. Mit dem
Probenpuffer nach Lammli wurde ein Teil des Lysats denaturiert und zur Beladung genutzt.
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Lowry angewandt [92]. Die
Proteinextrakte mit 5 pg Protein pro Bande wurden zur Trennung diskontinuierlich auf einem
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel getrennt und danach auf Membranen aus
Polyvinylendifluorid Gbertragen. Bevor die Membranen fir 4 Stunden bei Raumtemperatur mit
spezifischen Primarantikdrpern inkubiert wurden, erfolgte zunéchst eine Blockierung der
unspezifischen Bindungsseite der Proteine mit Milchpulver. Folgende Antikérperseren wurden

verwendet:

e OPG: Ratten-IgG Antikdrper (OPG MAB4591 Monoclonal Antibody, 1 pg/pl, R&D
Systems, Minneapolis, USA)
e RANKL: Hasen-IgG Antikorper (Anti-sRANKL antibody ab62516, 0,25-0,5 pg/ml,

Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich)
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e BMP-2 und BMP-4: Ziegen-IgG Antikdrper (Human BMP-2/BMP-4 Antibody R&D
AF355, 0,1 ug/ml, R&D Systems)

e Cyr-61: Schaf-IgG Antikdrper (R&D AF4055, 1 pug/ml, R&D Systems)

o VEGF: Hasen-1gG Antikorper (Anti-VEGFA anibody ab46154, 1 ug/ml, Abcam)

e (CD31: Hasen-IgG Antikorper (Cell signaling 77699, 1:1000, Cell Signaling Technology
Europe B.V., Frankfurt am Main, Deutschland)

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

Danach erfolgte die Inkubation mit folgenden Sekundarantikdrpern:

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

e goat-a-mouse IgG HRP (P0447, 1:1500, Dako Agilent Technologies, California, USA)
e goat-a-rat IgG HRP (HAF005, 1:500, R&D Systems)

¢ rabbit-a-goat IgG HRP (P0449, 1:1000, Dako Agilent Technologies)

¢ rabbit-a-sheep IgG HRP (P0163, 1:1000, Dako Agilent Technologies)

Als interne Kontrolle dienten B-Aktin-Signale (Sc-47778 B-Aktin HRP, 1:1000 1,5h RT, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), anhand derer ungleiche Beladungen korrigiert
werden konnten, sodass normierte Daten zur Auswertung verwendet werden konnten.
AbschlieRend erfolgte die Detektion der Signale mit Chemilumineszenz. Dazu wurden je 250
pl ECL Detection Reagenz 1 und 2 (biorad 170-5060) pro Membran gemischt und 1 min

inkubiert. Die Proben wurden dann im ChemoCam Imager entwickelt.

4.3 Statistik

Mit Hilfe der Software SigmaPlot 13.0 (Systat Software, Inc., San José, California, USA)
wurden die Daten statistisch ausgewertet. Diese werden dabei im Folgenden als Mittelwert
(MW) £ Standardfehler (SEM, Standard error of the mean) angegeben. Zunachst wurde die
Varianzgleichheit mit dem Brown-Forsythe-Test und die Normalverteilung mit dem Shapiro-
Wilk-Test innerhalb der beiden Gruppen ermittelt. War diese Bedingung erflillt, so konnte der
Student’s-t-Test zum Vergleich der beiden Gruppen angewandt werden. Konnte die
Normalverteilung hingegen nicht erfillt werden, so wurde stattdessen der Mann-Whitney-
Rangsummentest verwendet. Signifikante Unterschiede bestanden in der vorliegenden Arbeit

bei einem p-Wert unter 0,05.
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5.1 Biomechanik

Bei der Auswertung der 2 Wochen Gruppe fand sich in der mit Simvastatin behandelten
Gruppe eine absolute Biegesteifigkeit von 3,03 + 0,43 N/mm, wéhrend die Kontrollgruppe
Werte von 5,01 + 1,46 N/mm aufwies (p>0,05) (Abb. 27A). Ebenso zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der relativen Biegesteifigkeit (Simvastatin: 2,96 + 0,44 %; Kontrolle: 4,64 *
1,92 %; p>0,05) (Abb. 28A).

In der Spatphase der Frakturheilung 5 Wochen postoperativ zeigten sich sowohl in der
absoluten Biegesteifigkeit (Simvastatin: 48,99 + 12,45 N/mm; Kontrolle: 51,29 + 12,68 N/mm,;
p>0,05) (Abb. 27B) als auch in der relativen Biegesteifigkeit (Simvastatin: 41,28 + 9,78 %;
Kontrolle: 42,86 + 11,47 %; p>0,05) (Abb. 28B) keine Unterschiede.

Bei Betrachtung der nicht frakturierten Femora der kontralateralen Seite konnte 2 Wochen
postoperativ eine signifikant niedrigere absolute Biegesteifigkeit in Tieren mit
Simvastatinbehandlung nachgewiesen werden. Diese betrug 102,11 + 5,94 N/mm im
Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe mit 144,47 + 7,92 N/mm (p<0,05) (Abb. 29A). Nach 5
Wochen wurde zwischen den Gruppen kein Unterschied gefunden (Simvastatin: 124,79 £ 9,37
N/mm; Kontrolle: 123,13 + 7,86 N/mm; p>0,05) (Abb. 29B).
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Abb. 27: Absolute Biegesteifigkeit der frakturierten Femora. (A) 2 Wochen postoperativ,

(B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abb. 28: Relative Biegesteifigkeit der frakturierten
(B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM.
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Abb. 29: Absolute Biegesteifigkeit der unfrakturierten Femora. (A) 2 Wochen
postoperativ, (B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM. * p <0,05 vs. Kontrolle
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5.2 Rontgen

Der Goldberg-Score zeigte nach 2 Wochen zwischen Tieren der Simvastatin- und der
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied. Mit einem Wert von 1,25 + 0,16 in der
Simvastatingruppe und von 0,78 + 0,15 in der Kontrollgruppe (p>0,05), deutet dies in beiden
Gruppen bereits auf eine partielle knécherne Uberbauung zu diesem frilhen postoperativen
Zeitpunkt hin (Abb. 30A).

5 Wochen postoperativ ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied, da sowohl in Tieren
der Simvastatingruppe als auch der Kontrollgruppe (Simvastatin: 1,56 + 0,24; Kontrolle: 1,75
+0,16; p>0,05) der Frakturspalt im Rontgen fast vollstandig kndchern tiberbaut war (Abb. 30B)
(Abb.31).
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Abb. 30: Roéntgenologische Auswertung anhand des Goldberg-Scores. (A) 2 Wochen
postoperativ, (B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM.

Abb. 31: Rontgenaufnahme 5 Wochen
postoperativ
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5.3 Computertomographie

2 Wochen postoperativ zeigte sich ein signifikant erniedrigtes absolutes Knochenvolumen im
Kallus von Tieren der Simvastatingruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Simvastatin: 3,3 +
0,37 mm3; Kontrolle: 6,41 + 0,92 mms3; p<0,05) (Abb. 32A). 5 Wochen postoperativ erwies sich
das absolute Knochenvolumen in Tieren der Simvastatingruppe ebenfalls als signifikant
niedriger als in Tieren der Kontrollgruppe (Simvastatin: 4,08 + 0,89 mms3; Kontrolle: 8,75 + 1,48
mms3; p<0,05) (Abb. 32B).

Ahnlich spiegelt sich dies auch im relativen Knochenanteil am Gesamtkallusvolumen nach 2
Wochen (Simvastatin: 10,82 £ 1,7 %; Kontrolle: 24,02 + 2,63 %; p<0,05) (Abb. 33A) und nach
5 Wochen (Simvastatin: 33,37 £ 1,89 %; Kontrolle: 55,84 + 3,58 %; p<0,05) (Abb. 33B) wider.
Dieses zeigte sich in beiden Endpunkten nach Simvastatin-Gabe jeweils signifikant erniedrigt

im Vergleich zur Kontrolle.

Ebenso signifikant geringer war die Trabekelanzahl 2 Wochen postoperativ in Tieren mit
Simvastatinbehandlung 0,92 + 0,08 pro mm im Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe 2,14 +
0,37 pro mm (p<0,05) (Abb. 34A). 5 Wochen postoperativ zeigte sich ebenfalls eine signifikant
niedrigere Trabekelanzahl nach Behandlung mit Simvastatin (Simvastatin: 1,99 + 0,14 pro mm,;
Kontrolle: 3,14 + 0,37 pro mm; p<0,05) (Abb. 34B).

Damit einhergehend war der Trabekelabstand nach Simvastatin-Gabe nach 2 Wochen
signifikant erhoht (Simvastatin: 0,72 + 0,06 mm; Kontrolle: 0,5 = 0,06 mm; p<0,05) (Abb. 35A).
Nach 5 Wochen zeigte sich ebenfalls ein erhdhter Trabekelabstand in der Gruppe mit
Simvastatin-Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Simvastatin: 0,37 + 0,07 mm; Kontrolle:
0,27 £ 0,04 mm; p>0,05) (Abb. 35B).

Die Trabekeldicke zeigte sich nach 2 Wochen ohne Unterschied (Simvastatin: 0,12 + 0,02 mm;
Kontrolle: 0,12 + 0,01 mm; p>0,05) (Abb. 36A). Nach 5 Wochen war diese in Tieren der
Simvastatingruppe jedoch signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (Simvastatin: 0,18 +
0,003 mm; Kontrolle: 0,2 + 0,01 mm; p<0,05) (Abb. 36B).
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Abb. 32: Absolutes Knochenvolumen im Kallus. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5

Wochen postoperativ. MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 33: Relativer Knochenanteil am Gesamtkallusvolumen. (A) 2 Wochen postoperativ,
(B) 5 Wochen postoperativ. MW + SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 34: Trabekelanzahl. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen postoperativ. MW +
SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 35: Trabekelabstand. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen postoperativ. MW
+ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 36: Trabekeldicke. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen postoperativ. MW +
SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.

5.4 Histomorphometrie

Die Gesamtkallusflache war 2 Wochen postoperativ in der Gruppe mit Simvastatinbehandlung
mit 8,1 £ 0,69 mm2 erniedrigt im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 9,22 + 0,59 mm2 (p>0,05)
(Abb. 37A). 5 Wochen postoperativ hingegen war der Unterschied in der Gesamtkallusflache
zwischen den beiden Gruppen signifikant (Simvastatin: 4,58 + 0,25 mm?; Kontrolle: 6,45 + 0,29
mm?2; p<0,05) (Abb. 37B).

Hinsichtlich des Knochenanteils am Gesamtkallus ergaben sich 2 Wochen postoperativ keine
signifikanten Unterschiede (Simvastatin:14,22 + 2,98 %; Kontrolle: 25,12 + 5,26 %; p>0,05)
(Abb. 38A). Nach 5 Wochen zeigte sich ebenfalls kein Unterschied am relativen Anteil des
Knochengewebes im Kallus (Simvastatin: 47,27 = 7,13 %; Kontrolle: 50,19 + 4,62 %; p>0,05)
(Abb. 38B).
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Der Knorpelanteil betrug nach 2 Wochen in der Gruppe Simvastatin 27,18 + 5,23 % und in der
Gruppe Kontrolle 23,03 + 6,21 % (p>0,05) (Abb. 39A). Erwartungsgeman fand sich 5 Wochen
postoperativ nur noch sehr wenig Knorpelgewebe im Kallus. Zu diesem spaten Zeitpunkt der
Frakturheilung ergab sich auch kein Unterschied an Knorpelanteilen zwischen den
Untersuchungsgruppen (Simvastatin: 1,01 + 0,27 %; Kontrolle: 1,12 + 0,36 %; p>0,05) (Abb.
39B).

Ahnlich zu den relativen Anteilen von Knochen und Knorpel war auch der Anteil des
Bindegewebes am Gesamtkallus 2 Wochen postoperativ (Simvastatin: 58,66 + 4,81 %;
Kontrolle: 51,87 + 5,98 %; p>0,05) und 5 Wochen postoperativ (Simvastatin: 51,72 + 7,21 %;
Kontrolle: 48,48 + 4,88 %,; p>0,05) ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden
Untersuchungsgruppen (Abb. 40).
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Abb. 37: Gesamtkallusflache. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen postoperativ.
MW £ SEM. * p < 0,05 vs. Kontrolle.
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Abb. 38: Knochenanteil am Gesamtkallus. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen
postoperativ. MW + SEM.
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Abb. 39: Knorpelanteil am Gesamtkallus. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen
postoperativ. MW + SEM.
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Abb. 40: Bindegewebsanteil am Gesamtkallus. (A) 2 Wochen postoperativ, (B) 5 Wochen
postoperativ. MW + SEM.

5.5 Western Blot

Die Proteinanalyse im Kallus erfolgte mittels Western Blot im Kallusgewebe 2 Wochen
postoperativ.

Bezlglich der Angiogenesemarker ergab sich im Kallus der Gruppe Simvastatin eine
signifikant erhohte Expression von CD31 (PECAM-1) mit 28x10* + 4,91x10*
Targetintensitatspixel (TIP) x Korrekturfaktor (KF) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit

13,8x10* + 2,28x10* TIP*KF (p<0,05) (Abb. 41). VEGF war nach Simvastatin-Gabe ebenfalls
erhoht (Simvastatin: 13,5x10* + 5,89x10* TIPxKF; Kontrolle: 8,55x10% + 5,1x10* TIPxKF;

p>0,05) (Abb. 42).

Im Rahmen der Osteoklastogenese war die RANKL Expression in der Simvastatingruppe
tendenziell hoher als in der Kontrollgruppe (Simvastatin: 1,88x10* + 0,652x10* TIPxKF;
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Kontrolle: 0,973x10*+ 0,3x10* TIPxKF; p>0,05) (Abb. 43). Als Marker der Osteoblasten zeigte
sich OPG nach Simvastatin-Gabe ebenfalls tendenziell erhoht (Simvastatin: 27,5x10% +
15,6x10* TIPxKF; Kontrolle: 11,5x10* + 10,5x10* TIPxKF; p>0,05) (Abb. 44). Jedoch lag fir

beide Proteine jeweils keine Signifikanz vor.

Die Expression des Knochenformationsmarkers BMP-2 erwies sich im Kallusgewebe der
Simvastatingruppe mit 0,978x10* + 0,128x10* TIPxKF als signifikant erniedrigt im Vergleich
zu Kallusgewebe der Kontrollgruppe mit 3,51x10* + 0,0879%10* TIPxKF (p<0,05) (Abb. 45).
Hinsichtlich BMP-4 (Simvastatin: 7,62x10* + 1,85x10* TIPxKF; Kontrolle: 7,4x10* + 2,17x10*
TIPxKF; p>0,05) (Abb. 46) und Cyr-61 (Simvastatin: 7,43x10* £ 2,19x10* TIPxKF; Kontrolle:
6,06x10% + 1,75x10* TIPxKF; p>0,05) (Abb. 47) zeigten sich jeweils keine signifikanten

Unterschiede.

Als Proliferations- und Differenzierungsmarker ergab sich eine signifikant erhéhte Expression
von PI3K nach Simvastatin-Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Simvastatin: 15,7x10* +
2,07x10* TIPxKF; Kontrolle: 6,49x10* + 2,3x10* TIPxKF, p<0,05) (Abb. 48).
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Abb. 41: (A) Expression von CD31 im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots
der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW = SEM. * p < 0,05 vs.
Kontrolle.
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Abb. 42: (A) Expression von VEGF im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots

der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW + SEM.
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Abb. 43: (A) Expression von RANKL im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots

der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW + SEM.
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Abb. 44: (A) Expression von OPG im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots

der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW + SEM.
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Abb. 45: (A) Expression von BMP-2 im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots
der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW = SEM. * p < 0,05 vs.
Kontrolle.
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Abb. 46: (A) Expression von BMP-4 im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots

der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW + SEM.
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Abb. 47: (A) Expression von Cyr-61 im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots
der jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW + SEM.
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Abb. 48: (A) Expression von PI3K im Kallusgewebe 2 Wochen postoperativ, (B) Blots der
jeweiligen Gruppen inklusive B-Actin als Korrekturfaktor. MW + SEM. * p < 0,05 vs.

Kontrolle.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methoden

Der Vorgang der Frakturheilung ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
physiologischer Ablaufe, darunter biologische Prozesse wie Zellmigration, Differenzierung und
Synthese von Geweben. Diese werden zum einen durch Wachstumsfaktoren gesteuert, aber
auch die mechanische Umgebung beeinflusst den Heilungsprozess. Aufgrund der Komplexitét
dieses Prozesses bedarf es verschiedene Simulationen und Modelle, um die Vorgange
maoglichst genau zu untersuchen und zu verstehen. Dies alles mit dem Ziel, positive und
negative Einflussfaktoren und Szenarien im Rahmen der Knochenheilung zu evaluieren und
auf klinische Fragestellungen zu Ubertragen [46]. Zwei generelle Anséatze zur Untersuchung
der Frakturheilung stellen Computersimulationen und experimentelle Methoden dar. In einer
Ubersichtsarbeit von Ghiasi et. al (2017) werden diese beiden Ansatze beschrieben und
miteinander verglichen [46]. Im Rahmen von Computersimulationen kénnen qualitativ
konzeptionelle, quantitativ mathematische Modelle und biologische Modelle beschrieben
werden, die zusammen als mechanobiologisches Modell die ablaufenden Prozesse versuchen
bestmdglich zu beschreiben. Gleichzeitig wurden Computersimulationen genutzt, da sie die
Limitationen von experimentellen Methoden Uberwinden, wie z.B. spezielle Ausstattung,
hohere Kosten oder Storvariablen. Dennoch sind diese in ihrer klinischen Anwendung
begrenzt, da die Ergebnisse nur begrenzt auf reale Szenarien Ubertragbar sind und dienen
somit vor allem dazu, physiologische Prozesse u.a. auf molekularer Ebene genauer zu
verstehen. Experimentelle Methoden hingegen, vor allem Tiermodelle, liegen naher an der
Realitéat, sodass diese insbesondere nitzlich sind, um Kklinische Fragestellungen zu
beantworten und diese auf den Menschen zu Ubertragen [46]. Aufgrund dessen kamen im
Laufe der Jahre in experimentellen Studien vermehrt Tiermodelle zum Einsatz. In diesem

Kontext wurde daher auch in der vorliegenden Arbeit ein tierexperimenteller Ansatz gewahlt.

Die meisten Informationen Uber die Frakturheilung im Menschen basieren auf Untersuchungen
an Tieren, die durch zusatzliche klinische und epidemiologische Studien unterstitzt werden.
Zur Anwendung kommen vor allem Kleintiermodelle mit Mausen, Ratten und Kaninchen, aber
auch Grofdtiermodelle wie Hunde, Katzen, Schafe, Ziegen und sogar Pferde und Primaten
[123].

Grolitiermodelle sind in dieser Hinsicht vorteilhaft, da Physiologie und mechanische Belastung
der Knochen eher dem menschlichen Organismus &hneln. AufRerdem sind Anatomie und
GroRRe der anatomischen Strukturen besser vergleichbar. Somit kénnen auch leichter
zugéangliche Gerate aus Kliniken wie z.B. Rontgen oder CT zur Anwendung kommen [54].

Mause hingegen unterscheiden sich in ihrer Anatomie zum Menschen durch eine veranderte
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Durchblutung und verdndertes Remodeling des Knochens, das nicht tber Havers-Kanle
erfolgt, sondern Uber Resorptionshdhlen [123]. Trotz dieser histologischen Unterschiede ist
die Frakturheilung in ahnliche Phasen gegliedert wie beim Menschen [101]. Zudem zeigen
Mause grof3e Vorteile hinsichtlich eines breiten Angebots genetisch modifizierter Stamme
sowie eine grol3e Anzahl verfigbarer spezifischer Antikérper, die eine ausfihrliche Analyse
der Molekile wahrend des Frakturheilungsprozesses erlauben. Zudem sind Mause glinstiger
und praktikabler in ihrer Haltung als Grof3tiermodelle [54]. Daher haben wir uns in der

vorliegenden Studie fiur die Verwendung von Mausen als Versuchstiere entschieden.

Zu beachten ist das Alter und die damit verbundene Dauer der Frakturheilung bei Mausen.
Viele Prozesse wie z.B. der Prozess der Frakturheilung verlauft bei jungen Tieren schneller
als in alteren Tieren [123]. Grundsétzlich haben Manigrasso und O’Connor in ihrer Studie
gezeigt, dass die Kallusgrof3e bei Mausen bereits nach 2 Wochen ihren Héhepunkt erreicht
und auch die knécherne Uberbauung des Frakturspalts nach ca. 21 Tagen kennzeichnet eine
deutlich schneller ablaufende Frakturheilung [101]. Dieser beschleunigte Prozess erlaubt im
Ubrigen eine leichtere Studienplanung mit kiirzeren Zeitraumen und weniger Kosten. Um die
Frakturheilung in der Frihphase der Maus zu beurteilen, zeigte sich vorab, dass das
Kallusgewebe nach 1 Woche noch zu weich ist, um es einer standardisierten histologischen
Analyse zu unterziehen [61]. Hingegen ist dies 2 Wochen postoperativ mdglich gewesen.
Somit rechtfertigen sich die Endpunkte dieser Studie, bei denen nach 2 Wochen die Friihphase
und nach 5 Wochen die Spatphase der Frakturheilung beurteilt wurden. Diese beiden

Zeitpunkte wurden auch in zahlreichen weiteren Studien verwendet [62] [64] [106] [128].

Um Ubertragbare und zuverlassige Ergebnisse zu bekommen, ist es wichtig, dass man auf ein
reproduzierbares und standardisiertes Frakturmodell zuriickgreift. Die in der Literatur
vorhandenen Studien unterscheiden sich in der Art der Frakturierung, der Lokalisation und

Fixierung der Fraktur.

Offene Frakturmodelle des Femurs benétigen einen lateralen Zugang, was zuséatzlichen
Weichteilschaden bedeutet und die Vaskularisation wahrend der Frakturheilung beeinflussen
kann [67]. Geschlossene Frakturmodelle, wie die Dreipunktbiegung von Bonnarens und
Einhorn [14], verursachen minimalen Weichteilschaden und sind gut reproduzierbar. Allerdings
sind die dabei entstandenen Frakturen oftmals variabel und kénnen dislozieren, was die
osteosynthetische Versorgung und standardisierte Analyse der Frakturheilung erschwert [51].
Manigrasso und O’Connor haben diesbezliglich das Modell optimiert und haben vor
Frakturierung einen Flhrungsdraht longitudinal retrograd in das Femur eingebracht, um die
Dislokation der Fragmente zu minimieren und die spatere osteosynthetische Stabilisierung zu
erleichtern, da Uber den vorab eingebrachten Draht intramedullére Implanate eingebracht

werden konnen [101]. An intramedullar verfligbaren Implantaten fir das Femur der Maus bt
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die MouseScrew™ aufgrund des Gewindes und des Konus eine longitudinale Kompression
auf das Femur aus und bietet die gréf3te Axial- und Rotationsstabilitéat [51]. Diese zuverlassige
Stabilitat gewahrleistet, dass mdglichst wenig externe biomechanische Faktoren den Ablauf
von Osteogenese und Angiogenese wahrend der Frakturheilung stéren [67]. Das von Holstein
et al. entwickelte Modell der MouseScrew™ (RISystem AG) hat in einigen Vorstudien
Anwendung gefunden und zeigte auch in der vorliegenden Studie reproduzierbare,
standardisierte Ergebnisse [65] [68] [106] [107] [128]. Es ist daher als geeignet fir die
vorliegende Fragestellung der Studie zu bewerten.

Die Art der Frakturierung des Méauseknochens kann offen in Form einer Osteotomie oder
geschlossen erfolgen. Wahrend eine Osteotomie keine Frakturierung im eigentlichen Sinn
darstellt, wurde sich fur eine geschlossene Frakturierung in der vorliegenden Arbeit
entschieden. Eine geschlossene Fraktur kann an Tibia oder Femur erzeugt werden. Primar
wurde die Frakturierung der Tibia mittels 3-Punkt-Biegung durch Hiltunen et al. entwickelt [59].
Im Gegensatz zum Femur ist die Tibia in ihrem Querschnitt jedoch dreieckig und gebogen
konfiguriert und besitzt einen nach distal abnehmendem Durchmesser. Zusétzlich ist die Nahe
zur Fibula nachteilig fur eine isolierte Frakturierung der Tibia, da die ebenfalls frakturierte
Fibula die Frakturheilung beeinflusst [67]. Das Femur ist aufgrund der kontinuierlich tubularen
Konfiguration vorteilhaft und erlaubt im Gegensatz zur Tibia eine standardisierte Anwendung
spezifischer Osteosynthesen sowie eine besser replizierbare Frakturierung und
biomechanische Testung [51] [67]. Letztlich ist sowohl die Frakturierung, als auch dessen

Stabilisierung, an der Diaphyse leichter als an der Metaphyse [61].

Im Rahmen ischamischer Bedingungen werden vermehrt Transkriptions- und
Wachstumsfaktoren wie HIF1a und VEGF exprimiert, die die Angiogenese stimulieren. Um ein
geeignetes Modell fir die Induktion einer Ischamie der unteren Extremitét bei der Maus zu
finden, wurden einige Studien durchgefuhrt. An welcher Position die Arterie ligiert wird ist
insofern von Bedeutung, da sich u.a. aufgrund der Ausbildung moglicher Kollateralen,
Unterschiede im Blutfluss und der Neovaskularisation ergeben [7]. Als erstes beschrieben
haben Couffinhal et al. die Ligatur der A. femoralis proximal und der A. saphena distal, sodass
die A. femoralis exzidiert werden konnte. Nachteilig dabei war allerdings die erschwerte
Ausbildung von Kollateralen, da praformierte Kapillarbetten mitreseziert wurden [25]. Auch in
weiteren Studien wurde die A. femoralis reseziert, um so eine Ischdmie zu induzieren. Hierbei
handelt es sich stets um eine schwere Ischamie, die im Verlauf die Entstehung von Nekrosen
und Gangrdnen begunstigt [95] [166]. Weiterhin besteht neben der Ligatur auch die
Moglichkeit der Elektrokoagulation, wobei beide gleichwertig sind. Die am haufigsten
angewandte Methode ist die Ligatur der A. femoralis distal des Abgangs der A. profunda
femoris [7] [90] [157]. Da in der vorliegenden Studie vornehmlich das Femur mit direkt

umgebender Muskulatur ischamischen Bedingungen ausgesetzt werden sollte, stellt die
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Ligatur der A. profunda femoris die Methode der Wahl dar. Diese versorgt Femur und
umgebende Muskulatur an der frakturierten Stelle, wéahrend gleichzeitig die Perfusion der
distalen Extremitat noch gewahrleistet wird. Diese Methode wurde von Menger et al. entwickelt
und in Hinblick auf die Frakturheilung untersucht [107]. Durch doppelte Ligatur der A. profunda
femoris moglichst proximal nach Abgang aus der A. femoralis wird eine milde Ischamie
induziert und somit zuvor erwahnte Komplikationen minimiert. Den Einfluss dieser Ischamie
auf die Frakturheilung wurde dann im Rahmen eines Femurfrakturmodells mit
Schraubenosteosynthese untersucht. Insbesondere die biomechanische Analyse mittels 3-
Punkt-Biegung ergab 5 Wochen postoperativ in der Ischamiegruppe eine signifikant
verminderte Biegesteifigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe. Damit korrelierend zeigte sich
ein verzégertes Remodeling und ein verminderter Knochenanteil im Kallus. Grund daftr
konnte die durch Ischamie induzierte vermehrte Chondrogenese sein [116], die nachfolgend
einen vermehrten Abbau des Knorpelgewebes bewirken kann und somit die weitere
Knochenbildung und das Remodeling hinauszdgert [107]. Grundsatzlich erweist sich das
Modell von Menger et al. somit als geeignet, um den Einfluss weiterer Faktoren auf die

Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen zu untersuchen.

In der hier vorliegenden Studie wurde Simvastatin in einer Dosis von 30 mg/kg KG oral taglich
verabreicht. Grundsatzlich beruht dies auf vergleichbaren Studien, die Simvastatin in einer
Dosis von 5 mg/kg KG bis zu 120 mg/kg KG an Nagetiere verabreichten und dabei am ehesten
einen knochenwirksamen Effekt unter nicht-ischamischen bzw. physiologischen Bedingungen
oder im Rahmen von Osteoporose Studien feststellen konnten [21] [31] [42] [73] [102] [132]
[150] [153]. Generell wird Simvastatin diesbeztiglich ein dosisabhangiger Effekt zugesprochen.
Wahrend Chissas et al. in einem Frakturmodell am Kaninchen mit einer Dosis von 10 mg/kg
KG p.o. keine Auswirkungen finden konnten, so zeigten sich bei einer Dasis von 30 mg/kg KG
negative anabole Effekte [21]. Darunter fand sich eine verminderte BMD, Biegesteifigkeit und
reduzierte Kallusbildung. Die Autoren beschrieben damit grundsatzlich kontrare Ergebnisse zu
der Studie von Skoglund et al., in der aber mit 120 mg/kg KG deutlich héhere Dosen verwendet
wurden [153]. Damit betonten Chissas et al.,, dass Unterschiede in der Methodik wie
Applikationsweg, Behandlungsdauer und Dosis fir die gegenséatzlichen Ergebnisse
verantwortlich sein konnten. In einer weiteren Studie an Tibiae von Ratten verglichen Garip
und Severcan die Effekte von 20 mg/kg KG Simvastatin und 50 mg/kg KG auf molekularer
Ebene mittels Spektroskopie [42]. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass eine geringere Dosis
Simvastatin im Vergleich sicherer ist und den Knochen effektiver starkt. Im Jahre 2015
untersuchten Issa et al. den Einfluss von 5 mg/kg KG und 20 mg/kg KG Simvastatin p.o. auf
frakturierte Femora in osteoporotischen Ratten [73]. Hierbei zeigten sich hauptséchlich in der
hoher dosierten Gruppe positive Effekte auf die Knochenheilung. Des Weiteren untersuchten

Maritz et al. die Auswirkungen von 1, 5, 10, und 20 mg/kg KG Simvastatin p.o. in
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ovarektomierten Ratten [102]. In niedrigen Dosen zeigte sich hierbei eine verminderte
Knochenbildung und gesteigerte Osteoklastogenese, wahrend héhere Dosen hingegen einen
insgesamt gesteigerten Knochenumsatz bewirkten. Allerdings lassen sich all die Studien nicht
problemlos vergleichen, da zumeist Unterschiede in der Gesamtdosierung wahrend der
Studiendauer bestehen. Selbst wenn Simvastatin in der gleichen Tagesdosis verabreicht
wurde, so unterscheiden sich die Studien oft in der Standzeit und Behandlungsdauer, womit
sich die Gesamtdosierung &andert und somit ursachlich fir die eben beschriebenen
dosisanhéngigen Effekte sein kdnnten. Zudem ist zu beachten, dass zur Untersuchung in
Tieren eine deutlich héhere oral verabreichte Dosis bendtigt wird, um ahnliche Wirkungen wie
beim Menschen hervorzurufen [42]. Im klinischen Alltag kommen in der Regel Dosierungen
von 20 bis 40 mg pro Tag normiert auf ein durchschnittliches Koérpergewicht von 80 kg zum
Einsatz [3]. Nach systemischer Gabe von Simvastatin unterliegt dieses einem ausgepragten
First-Pass-Metabolismus in der Leber, wodurch bereits nach kurzer Zeit die Konzentration und
Bioverflgbarkeit des Medikaments sinken. Zudem besitzt Simvastatin eine nur geringe Affinitat
zu kndchernem Gewebe, weshalb fraglich ist, wie viel des Medikaments letztendlich am
Knochengewebe wirkt. Dies kénnte eine Erklarung fur die kontroversen Ergebnisse von den
genannten Studien darstellen. Um also einen therapeutischen Effekt auf die Knochenheilung
zu bewirken, missen deutlich héhere Dosierungen zum Einsatz kommen, welche allerdings
mit vermehrten Nebenwirkungen einhergehen. Das Risiko flir Leberversagen, Myopathien und
Rhabdomyolyse wirde ansteigen, sodass dies in der klinischen Anwendung nicht geeignet ist
[114] [131]. Daher und auch weil die vorliegende Arbeit einen klinischen Hintergrund der
Fragestellung aufweist, wurde sich fur eine Dosis entschieden, die eine Dosierung im
klinischen Alltag nachahmt. Insgesamt wurde Simvastatin in praklinischen Studien an Tieren
gut toleriert, und auch in dieser Studie ergab sich kein Anhalt fir Simvastatin-assoziierte

Nebenwirkungen [44].

Um systemische Auswirkungen von Simvastatin zu umgehen und trotzdem den Effekt auf die
Knochenheilung zu beobachten, ist es denkbar, Simvastatin lokal an die Frakturstelle
einzubringen. Dies erfolgt z.B. Uber Injektionen nahe der Frakturstelle [9] [84] [154]. Dies
bedarf jedoch zur Aufrechterhaltung einer konstanten Konzentration einer taglichen Injektion,
was zu Irritationen und/oder Infektionen des umliegenden Gewebes fihren kann und somit
den Heilungsverlauf beeintrachtigen kann. Eine weitere Moglichkeit der lokalen Applikation
sind Scaffolds bzw. Tragermaterialien, die in den Frakturspalt eingebracht werden kdnnen
oder mit Simvastatin beschichtete Osteosynthesen [72] [137] [139] [163]. Der Vorteil hierbei
ist die kontinuierliche Abgabe von Simvastatin in den Frakturspalt und somit die
Aufrechterhaltung konstanter Konzentrationslevel. Die Frakturheilung, welche ebenfalls einen
kontinuierlichen Prozess darstellt, wird somit effektiver beeinflusst. AuRerdem kommen hierbei

niedrigere Dosierungen im Bereich von 1 pg bis 50 mg zum Einsatz, womit Nebenwirkungen
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minimiert werden koénnen [131]. Da diese Formen jedoch nicht dem klinischen Alltag
entsprechen, wurde statt einer lokalen Applikationsform eine systemische Gabe von

Simvastatin bevorzugt.

Nach der jeweiligen Zeit erfolgte die Tétung der Tiere und Explantation der Femora zur
weiteren Analyse. Zur biomechanischen Testung wurde die Biegesteifigkeit mittels 3-Punkt-
Biegung ermittelt. Dieses Verfahren ist abhangig von der Positionierung des Knochens auf den
Biegestempeln und deren Abstand zueinander. In der vorliegenden Arbeit wurde
sichergestellt, dass die Ausrichtung des Knochens und der Aufbau bei allen Knochen identisch
war. Alternativ wéare eine 4-Punkt-Biegung mdoglich gewesen, da die Auflageflache des
Stempels auf der gesunden Kortikalis lokalisiert ist. Dabei erfolgt eine Messung uber eine
definierte Strecke und nicht auf einem einzelnen Punkt. Allerdings sind murine Femora mit
einer durchschnittlichen Lange von 17 mm fur diese Testung zu kurz. Andere Verfahren wie
Torsionstestungen bieten die Analyse weiterer biomechanischer Parameter und haben sich
auch als standardisierte Verfahren erwiesen [160]. Die Torsionstestung erlaubt jedoch keine
zerstorungsfreie Testung, sodass die Proben fur die weiteren Analysen nicht hatten
wiederverwendet werden kdnnen und somit mehr Tiere nétig gewesen waren. Die 3-Punkt-
Biegung stellt hingegen ein etabliertes Verfahren dar, das den Vorteil aufweist, dass die
Femora durch die Analyse nicht zerstért werden und somit noch zur weiteren
histomorphometrischen und radiologischen Analyse zur Verfligung stehen [62] [64] [106] [107]
[128].

Die radiologische Analyse mithilfe des Goldberg-Scores ist ein standardisiertes Verfahren und
liefert vor allem Informationen uber die knécherne Uberbauung im kortikalen Knochen [48].
Die Schnittbildgebung mittels CT erlaubt zudem eine detailliertere quantifizierbare Analyse.
Die hierbei verwendeten Untersuchungsparameter des CTs sind etabliert und lieferten auch in
der vorliegenden Studie eine adaquate Grundlage um das genaue Kallusvolumen und die
Beschaffenheit und Qualitat der knéchernen Durchbauung zu beurteilen [113] [126] [127] [129]
[130].

Die histomorphometrische Analyse erfolgte an sagittalen, longitudinalen Schnitten an der
Stelle des maximalen Kallusdurchmessers. Diese stellt in Anlehnung an Gerstenfeld et al. eine
standardisierte Methode dar [45]. Aus der heterogenen, dreidimensionalen Knochenstruktur
kénnen somit reproduzierbare histologische Schnitte angefertigt werden. Die genaue Analyse
erfolgte dann softwaregestitzt am Computer. In Ergdnzung zur CT und zum Réntgen kdnnen

hierbei auch nicht-rontgendichte Strukturen besser bericksichtigt werden.

Mit Hilfe des Western Blots konnten proteinbiochemische Analysen angefertigt werden. Dies
erfolgte allerdings nur 2 Wochen postoperativ, da zu diesem Zeitpunkt der Kallus ein Maximum

erreicht und so genugend Gewebe zur Analyse asserviert werden konnte. 5 Wochen
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postoperativ kann bei kndchern tberbrickter Fraktur bei der praktischen Entnahme von
isoliertem Kallusgewebe kaum zwischen Kallusgewebe und originarem Knochen
unterschieden werden. Daher wurde nach 5 Wochen, und bereits eingesetztem Remodeling,
auf eine proteinbiochemische Analyse verzichtet. Hierdurch wurde eine standardisierte

Analyse sichergestellt.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

In der hier vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass Simvastatin die Frakturheilung
unter ischamischen Bedingungen negativ beeinflusst. Computertomographisch waren sowohl
2 als auch 5 Wochen postoperativ das absolute Knochenvolumen im Kallus, der relative
Knochenanteil und die Trabekelanzahl signifikant erniedrigt. Passend hierzu war der
Trabekelabstand nach 2 Wochen vergro3ert und die Trabekeldicke in der 5 Wochen Gruppe
vermindert. In der histomorphometrischen Untersuchung erwies sich dartiber hinaus die
Gesamtkallusflache 5  Waochen postoperativ.  signifikant  vermindert. Diese
computertomographischen und histomorphometrischen nachgewiesenen Verdnderungen
gingen jedoch nicht mit einer veranderten Biegesteifigkeit im Frakurbereich einher, jedoch
zeigten nicht frakturierte Knochen von Tieren mit Simvastatin-Behandlung eine verminderte
Stabilitat. In der proteinbiochemischen Analyse zeigte sich eine signifikant vermehrte
Expression des angiogenen Markers CD31 und des Proliferations- und
Differenzierungsmarkers PI3K. Der Osteogenesemarker BMP-2 hingegen wurde vermindert
exprimiert, die Expression der OPG/RANKL-Achse war nicht unterschiedlich. Die
Nullhypothese der Arbeit ist daher zu verwerfen.

Der Einfluss von Simvastatin auf den Knochenstoffwechsel und die Frakturheilung unter nicht-
ischamischen Bedingungen wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht [31] [102] [137]
[150] [153] [154] [171] [176]. Beginnend im Jahre 1999 fanden Mundy et al. nach subkutaner
Injektion von Simvastatin eine vermehrte Knochenbildung an Méauseschadeln und nach oraler
Gabe ein erhohtes spongidses Knochenvolumen in Ratten [115]. Weitere Studien zur Wirkung
von Simvastatin auf die Frakturheilung haben gezeigt, dass Simvastatin osteogen wirkt [19].
Dies erfolgt u.a. Uber den Eingriff in den Mevalonat Stoffwechsel. Dieser Wirkmechanismus
ahnelt dem von Bisphosphonaten, da durch die verminderte Synthese von Farnesyl und
Geranyl eine Modulierung von kleinen G-Proteinen stattfindet, die fir verschiedene
Signalkaskaden wichtig sind. Bisphosphonate hemmen in Osteoklasten die
Farnesylpyrophsophat-Synthase und haben eine wichtige Rolle in der Osteoporose-Therapie,
da die Aktivitat von Osteoklasten und damit einhergehend die Resorption von
Knochensubstanz gehemmt wird [32] [37] [114]. Die hemmende Wirkung von Statinen auf
Osteoklasten wird dartber hinaus auf eine Unterdriickung der Differenzierung und Aktivitét

von Osteoklasten zuriickgefiihrt. Dies geschieht tiber den Ostrogenrezeptor-a, nach dessen
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Aktivierung die Expression von RANKL reduziert und die Expression von OPG gesteigert wird
[88] [114]. Zudem bewirkt Simvastatin einen Anstieg der OPG-messenger ribonucleic acid
(mRNA) Expression und fuhrt zu einer Abnahme der Expression von RANKL-mRNA. Dadurch
verschiebt sich das Verhdltnis zugunsten von OPG [4] [77]. Die durch RANKL induzierte
Aktivierung von NFkB wird folglich gehemmt und somit die Differenzierung von Osteoklasten
unterdrickt [4]. In der vorliegenden Studie war jedoch die Expression von RANKL und OPG
nicht signifikant unterschiedlich zwischen Kallusgewebe der Simvastatingruppe und der
Kontrollgruppe. Daher scheint die OPG/RANKL-Achse als Signalkaskade unter ischamischen

Bedingungen nicht durch Simvastatin verandert zu werden.

Gemal Vorstudien bewirkt Simvastatin eine Hemmung der Apoptose von Osteoblasten Uber
die TGFB/Smad3 Signalkaskade, steigert die Viabilitdt und Differenzierung von Osteoblasten
und fordert somit die Osteogenese [10] [19] [114] [155]. Zudem bewirkt Simvastatin eine
Rekrutierung von autologen osteogenen Stammzellen und endothelialen Vorlauferzellen zum
Ort einer Lasion [187]. AuRBerdem konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass Simvastatin
die BMD erhoht [99] [171]. Dartber hinaus ist MMP-9 ein weiterer Marker, der von Simvastatin
beeinflusst wird. MMP-9 prépariert die Knochenoberflache vor Beginn der Resorption durch
Osteoklasten. Hierdurch wird die Rekanalisation des Knochens erleichtert und das
Einwachsen neuer GefalRe im Rahmen der Neovaskularisation geférdert. Simvastatin bewirkt,
dass MMP-9 herunterreguliert wird, was in Hinblick auf die Knochenformation daher nachteilig
ist [167] [169]. Somit hat Simvastatin nicht blol3 positive Effekte auf den
Knochenmetabolismus. Insgesamt besteht bis dato ein Effekt von Simvastatin auf den
Knochenstoffwechsel und die Frakturheilung, der kontrovers diskutiert wird und durch die
Verwendung unterschiedlicher Dosierungen, Spezies, Zelllinien oder Statintypen noch
schwieriger zu beurteilen ist [102] [156] [176]. So konnte zum Beispiel in der Studie von Baek
et al., in der es zwar zu einer verstarkten Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen kam,
gezeigt werden, dass durch Simvastatin gleichzeitig die Anzahl und Proliferation der
Zellkolonien geringer wird [10]. Staal et al. konnten zeigen, dass Statine, &hnlich wie
Bisphopshonate, in den Mevalonat Stoffwechselweg eingreifen [156]. Allerdings zeigte sich
eine Hemmung der Knochenresorption nur in vitro, in vivo konnte ein Einfluss auf die
Osteoklastenaktivitat nicht detektiert werden. Diese Diskrepanz erklart sich durch die
Kompensationsmechanismen in vivo, die eine Hochregulation der HMG-CoA-Reduktase zur
Folge haben [5] [12]. Aufgrund dessen ist es mdglich, dass Statine, so auch Simvastatin in der
vorliegenden Studie, trotz des Eingriffs in den Mevalonat Stoffwechsel, keinen hemmenden
Einfluss auf die Resorption von Knochensubstanz haben, da in den Osteoklasten eine
kompensatorische Hochregulierung der beteiligten Enzyme erfolgt. Somit konnten einige in
vivo Studien den anabolen Effekt von Statinen, der in vitro beschrieben wurde, nicht zeigen

[21] [156] [176]. Von Stechow et al. publizierten eine Osteoporosestudie, in der ovarektomierte
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Mause Uber einen Zeitraum von 8 Wochen mit oralem Simvastatin behandelt wurden [176].
Zudem wurde Uber eine Flissigchromatographie und Massenspektrometrie die Anwesenheit
des aktiven Metaboliten von Simvastatin (3-hydroxy-Simvastatin) im Serum validiert und somit
die Effektivitdt der oralen Administration bestatigt. Dabei konnte kein anaboler Effekt des
Simvastatins auf den Knochen und keine Aktivierung der Osteoblasten festgestellt werden.
Auch in klinischen Studien gibt es Untersuchungen, die den positiven Effekt von Statinen auf
die BMD nicht bestatigen konnen [13] [145]. Zahlreiche weitere Studien haben einen negativen
Effekt von Simvastatin beschrieben. So nutzten Pauly et al. retrograde Marknégel in Ratten
um den Einfluss von niedrig- und hochdosiertem Simvastatin auf die Implantatintegration zu
beobachten und konnten nachweisen, dass sich in einigen Tieren eine Osteolyse entlang des
Implantats, welches mit hochdosiertem Simvastatin beschichtet war, fand. Die
Knochenbildung war erniedrigt, sodass die Autoren daraus schlossen, dass die lokale
Applikation von Simvastatin die Implantatintegration beeintrachtigt [140]. Chissas et al.
untersuchten den Effekt von Simvastatin in zwei verschiedenen oralen Dosierungen auf die
Frakturheilung nach einer ulnaren Osteotomie an Kaninchen. Dosierungen von 10 mg/kg KG
pro Tag zeigten dabei weder einen signifikant positiven, noch negativen Effekt. Simvastatin in
einer Dosis von 30 mg/kg KG — analog zur vorliegenden Studie — bewirkte jedoch eine
verminderte BMD, Biegesteifigkeit und Kallusbildung [21]. Maritz et al. untersuchten den
Einfluss von verschiedenen oralen Dosierungen von Simvastatin auf die BMD an
ovarektomierten Ratten. Dabei zeigte sich ebenso eine verminderte Knochendichte und nach
eher niedrig dosierten Gaben eine geringe Knochenbildung sowie ein Anstieg der
Knochenresorption [102]. Alle drei letztgenannten Studien begrindeten ihr Ergebnis mit der
Vermutung, dass Osteoblasten und Osteoklasten sich in ihrer Sensitivitdt beziglich
bestimmter Substanzen unterscheiden [21] [102] [131] [140]. Maritz et al. wiesen auch darauf
hin, dass manche Bisphosphonate ebenfalls einen dosisabhangigen Effekt zeigten und in sehr
geringen Dosen die Osteoklasten Funktion steigern konnten [102] [172]. Auch die Freisetzung
von VEGF unter Stimulation mit Simvastatin zeigte in einer in vivo Studie mit Ratten einen
dosisabhéngigen Effekt [138] [164]. Zudem ist bereits bekannt, dass verschiedene
Knochenmarkzellen eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniiber Lovastatin besitzen
[102]. Es wéare daher moglich, dass Osteoklasten sensitiver fir Simvastatin sind und geringere
Dosierungen unabhéngig von der OPG-/RANKL Signalkaskade verstarkt stimulierend auf
Osteoklasten und somit auf knochenabbauende Prozesse wirken. Osteoblasten hingegen
bendtigen ggf. hdhere Dosierungen an Simvastatin, um aktiviert zu werden. Um einen
generellen Knochenumsatz mit vermehrter Knochenbildung und gesteigerter Resorption, zu
stimulieren und damit den Frakturheilungsprozess zu beschleunigen, empfehlen einige der
Autoren eine hohere Dosis Simvastatin  [114] [131] [138]. Die signifikanten

computertomographischen Ergebnisse sowie die histomorphometrisch nachgewiesene
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reduzierte Gesamtkallusflache in der vorliegenden Studie kénnten daher durch einen
ahnlichen dosisabhéngigen Effekt ausgeltst worden sein, sodass vornehmlich Osteoklasten
und nicht Osteoblasten stimuliert wurden. Dieser Effekt scheint jedoch nicht die Frakturheilung
insgesamt verhindert zu haben, da die orientierenden biomechanischen und
rontgenologischen Untersuchungen, die eine stabile Uberbriickung der Frakturspalts testen,
keinen Anhalt fur eine Pseudarthrose bzw. ausbleibende Frakturheilung ergeben. Der Effekt
einer Simvastatin-Behandlung scheint vielmehr die Frakturheilung zu behindern, jedoch im
gewahlten Tiermodell trotzdem die Frakturheilung nicht zu verhindern. Es ist méglich, dass in
Modellen mit gréReren kndchernen Defekten (sogenannte critical-size Modelle) eine
Frakturheilung nach Simvastatin-Gabe ausbleiben kdnnte. Neuesten Entwicklungen von
Simvastatin-Derivaten wie z. B. KMUHC-01 wird ein knochenanaboler Effekt bei gleichzeitiger
Reduktion von Nebenwirkungen zugesprochen [83]. Solche Praparate kdonnten in Zukunft
eventuell hohere Dosierungen dieses Wirkstoffes ermdglichen ohne ein erhohtes Risikoprofil
fur Nebenwirkungen tolerieren zu missen und sollten in diesem Kontext daher auch

hinsichtlich ihres osteoanabolen Potenzials untersucht werden.

Interessanterweise hat trotz dieser bereits umfassenden Datenlage zur Wirkung von
Simvastatin auf die Frakturheilung bisher keine Studie die Wirkung von Simvastatin auf die

Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen untersucht.

Durch Induktion einer Ischdmie veréndern sich die physiologischen Mechanismen der
Frakturheilung [95] [107]. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl das Zelliberleben als auch
die Proliferation unter Ischdmie vermindert sind [95]. AuRerdem zeigte sich eine veranderte
Zelldifferenzierung mit der vermehrten Bildung von adipogenen und bindegewebigen Anteilen
im Kallus. Damit ergibt sich insgesamt eine verminderte Kallusbildung und kann damit
einhergehend zu einer inkompletten knochernen Uberbauung fiihren [95]. Die Anwendung
eines ischamischen Tiermodells, das demnach per se zu Veradnderungen der
Kalluszusammensetzung fihrt, kénnte daher erklaren, warum die histomorphometrische
Analyse in der vorliegenden Studie keine Anderungen in den relativen Gewebeanteilen
detektiert. Kiinftige Studien sollten daher neben verschiedenen Dosierungen von Simvastatin
wahrend der Frakturheilung und Osteoklasten- bzw. Osteoblasten-spezifischen

Untersuchungen auch dem relevanten Effekt ischamischer Bedingungen Rechnung tragen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zur Wirkung von Simvastatin auf die Frakturheilung
werden auch durch Studien gestitzt, die eine lokale Wirkung von Statinen auf Knochen
untersuchten. In einer Studie von Calixto et al. wurde die Wirkung von lokalem Simvastatin auf
Defekte in der Schéadelkalotte von Ratten untersucht [17]. Dazu wurden Kollagenschwamme
mit Simvastatin in den Knochenspalt eingebracht und nach 30 bzw. 60 Tagen radiographisch

und histomorphometrisch untersucht. In der niedrig dosierten Simvastatingruppe zeigte sich
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nach 60 Tagen eine signifikant verminderte Knochenbildung und eine geringere
Knochendichte. Daraus schlossen die Autoren, dass Simvastatin eine schadliche Wirkung auf
die Heilung der Knochendefekte hat. Lima et al. untersuchten ebenfalls den lokalen Effekt von
Simvastatin in der gleichen Dosierung wie Calixto et al. an Defekten der Schéadelkalotte [89].
Dabei wurde die Gruppe mit Simvastatinlésung mit einer Gruppe, bei der demineralisierte
Rinderknochenmatrix in den Spalt appliziert wurde, verglichen. Sowohl nach 30 als auch nach
60 Tagen zeigte sich eine geringere Knochendichte und Knochenbildung unter Simvastatin.
Die Autoren gaben zudem an, dass niedrige Dosierungen an Simvastatin keinen Effekt
zeigten, wahrend zu hohe lokale Dosen eine Inflammation beginstigen kénnen. Durch die
rasche Absenkung des Cholesterinlevels kénnen Statine auch zytotoxisch wirken, da
Cholesterin ein wichtiger Membranbestandteil ist und somit die Membranintegritat von Zellen
geschwacht wird [89]. Beide zuvor erwahnten Studien beobachteten unter hohen Dosierungen
an Simvastatin teilweise eine starke inflammatorische Lokalreaktion mit Odem, Nekrose und
Krustenbildung. Eine solche Entziindung der Weichteile durch Simvastatin konnte auch in
weiteren Studien beobachtet werden [124] [170]. Wahrend Thylin et al. unter dieser lokalen
Entziindungsreaktion einen positiven Effekt von Simvastatin beobachteten [170], so fanden
Calixto und Lima einen negativen Effekt [17] [89]. Diese widerspriichlichen Ergebnisse
spiegeln am ehesten das empfindliche Gleichgewicht, welches flir eine optimale
Knochenheilung bzw. den Knochenstoffwechsel vorliegen muss, wider. In der vorliegenden
Studie mit systemischer Applikation konnte keine unmittelbar auf Simvastatin
zurlickzufuihrende Lokalreaktionen am Knochen beobachtet werden. Es ist jedoch denkbar,
dass die reduzierte Biegesteifigkeit gesunder Femora in Tieren 2 Wochen nach Beginn der
Behandlung mit Simvastatin sowie die erhthte Expression des Proliferkationsmarkers PI3K

auf die genannte veranderte Inflammationsreaktion zurtickzufiihren ist.

Neben PI3K waren auch BMP-2 und CD-31 im Kallusgewebe von Tieren mit Simvastatin
Behandlung im Vergleich zu Kallusgewebe von Kontrolltieren signifikant unterschiedlich
exprimiert. Mundy et al. wiesen erstmals eine Wirkung von Simvastatin auf BMP-2 im Rahmen
der Frakturheilung nach [115]. Sie fanden eine erhdhte Expression von BMP-2 nach
Simvastatin-Gabe, jedoch fand die Messung in der Friihphase der Frakturheilung nach ca. 2-
5 Tagen statt. In anderen Vorstudien wurde ebenfalls nachgewiesen, dass Simvastatin die
Expression von BMP-2 Uber bestimmte molekulare Signalwege fordern kann [19] [47]. Im
Gegensatz dazu konnten Zhang et al. in einer Untersuchung zur Knochenbildung an Ratten
nachweisen, dass kein signifikanter Unterschied in der Expression von BMP-2 durch Gabe
von Simvastatin bestand [188]. Die proteinbiochemischen Ergebnisse der vorliegenden Studie
lassen eine Wirkung von Simvastatin auf BMP-2 vermuten, jedoch findet sich unter
ischamischen Bedingungen im angewandten Tiermodell im Gegensatz zu Studien ohne

ischAmische Bedingungen eine verminderte Expression von BMP-2. Diese Ergebnisse heben
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den Effekt ischamischer Bedingungen auf den prazise orchestrierten Prozess der
Frakturheilung hervor und unterstreichen wie unterschiedlich die Wirkung von Simvastatin auf

die Frakturheilung unter diesen hypoxischen Bedingungen ausfallt.

Im Gegensatz zu BMP-2 war CD-31 als Marker fir Angiogenese und Vaskularisation im
betreffenden Gewebe nach Gabe von Simvastatin signifikant starker exprimiert. Hieraus
resultiert ein deutlich verschobenes Verhdltnis von Markern der Angiogenese und der
Osteogenese (Angiogenese / Osteogenese Verhaltnis). In Vorstudien zeigte sich
interessanterweise, dass das Verhaltnis von Angiogenese und Osteogenese essentiell fir den
Prozess der Frakturheilung ist [127] [130] [179]. Orth et al. konnten zeigen, dass sich eine im
Verhaltnis Uberproportional stimulierte Angiogenese, negativ auf die Knochenbildung
auswirken kann und sogar eine Frakturheilung unter ansonsten physiologischen Bedingungen
verhindern kann [127]. Daruber hinaus konnte in einer Studie mit Applikation von VEGF- und
BMP-2-transfizierten Stammzellen aus Fettgewebe in knécherne Schadeldefekte von Mausen
nachgewiesen werden, dass ein Verhdltnis von 1:9 fur VEGF / BMP-2 als jeweilige Vertreter
angio- bzw. osteogener Marker optimal zur Férderung der Knochenbildungsprozesse ist [81].
Auch andere Studien deuten darauf hin, dass das Verhaltnis von Angiogenese / Osteogenese
zu Gunsten der Osteogenese ausfallen sollte, um die Frakturheilung nicht zu gefahrden bzw.
Pseudarthrosen erfolgreich zu behandeln [130]. In einer weiteren Studie von Orth et al. mit
VEGF und BMP-2 beschichteten Mikropartikeln zeigte sich ein Verhaltnis von 1:2 fiir VEGF /
BMP-2 als forderlich fur die Knochenheilung im Pseudarthrosemodell [130]. Auch Peng et al.
zeigten, dass ein niedrigeres Verhéltnis von VEGF zu BMP-2 unterstitzend fir die
Knochenheilung ist [143]. Obwohl eine suffiziente Angiogenese durch Lieferung von Sauerstoff
und Nahrstoffen sicherlich essentiell fur die Frakturheilung ist, so ist es mdglich, dass die
Kombination aus Simvastatin und hypoxischen Bedingungen zu einer Uberstimulation der
Angiogenese bei gleichzeitig verminderter Expression von BMP-2 und somit zu einem
Missverhaltnis von Angiogenese / Osteogenese in der vorliegenden Studie gefiihrt hat und

hierdurch letztlich die Frakturheilung funktionell beeintrachtigt wurde.

Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass Simvastatin die
Frakturheilung unter ischamischen Bedingungen am Mausmodell beeintrachtigt ohne jedoch
die Knochenheilung insgesamt zu verhindern. Dieser Effekt ist am ehesten auf ein
Missverhaltnis angiogener und osteogener Expressionsmarker im Kallusgewebe
zurickzufuhren. Dariiber hinaus ergeben sich Hinweise, dass die Wirkung von Simvastatin auf
die Frakturheilung dosisabhdngig ist, sodass kinftig weitere Studien den Effekt von
Simvastatin und neuester Derivate hiervon auf ihr osteoanaboles Potenzial unter hypoxischen

Bedingungen noch weiter untersuchen sollten.
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