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1 Zusammenfassung

Der demografische Wandel unserer Gesellschaft bedingt, dass die Medizin der Zukunft noch stéirker
von dlteren Patienten geprégt sein wird, als dies schon in der Gegenwart der Fall ist. Da im Alter eine
geringere Heilungskapazitét besteht und Frakturen mit einer hdheren Mortalitdt assoziiert sind, ist es
von besonderem Interesse, diese fachgerecht behandeln zu konnen. Viele Faktoren konnen zur
Verschlechterung der Knochenregeneration im Alter beitragen, darunter eine verringerte Angiogenese,
eine beeintrichtigte Entziindungsregulierung sowie weitere negative Auswirkungen des Alters auf eine
Vielzahl molekularer und zelluldrer Prozesse. In der vorliegenden Studie werden zum ersten Mal die
Auswirkungen von Sildenafil und Cilostazol auf die Frakturheilung bei &lteren Mé&usen unter

Verwendung eines Modells fiir geschlossene Femurfrakturen untersucht.

Sildenafil hemmt die Phosphodiesterase-5 und wird sehr hdufig bei erektiler Dysfunktion eingesetzt.
Zudem ist es auch zur Therapie der pulmonalarteriellen Hypertonie zugelassen. Dariiber hinaus konnte
in vorherigen Studien gezeigt werden, dass Sildenafil die Angiogenese und die Knochenneubildung

fordert.

Cilostazol ist ein Hemmstoff der Phosphodiesterase-3 und fiir die Therapie der pAVK im Stadium II
zugelassen. Der Wirkstoff besitzt unter anderem thrombozytenaggregationshemmende Eigenschaften
und hat, dhnlich wie Sildenafil, in priklinischen Studien proangiogene und proosteogene Wirkungen

gezeigt.

Fiir die Studie wurde bei alten CD-1-Mé&usen (Alter: 16-18 Monate) in Narkose mithilfe einer Guillotine
eine geschlossene Fraktur des Femurs verursacht und diese durch Einbringen der Mouse Screw' ™

osteosynthetisch versorgt.

Fiir den ersten Studienabschnitt wurde eine Sildenafilgruppe (n=21) und eine Kontrollgruppe (n=21)
gebildet. Die Tiere erhielten postoperativ tdglich in der Sildenafilgruppe 5 mg/kg KG Sildenafil und in

der Kontrollgruppe 0,9%ige NaCl-Losung iiber eine Magensonde oral verabreicht.

Fiir den zweiten Studienabschnitt wurde eine Cilostazolgruppe (n=21) und eine Kontrollgruppe (n=21)
gebildet. Die Tiere erhielten postoperativ téglich in der Cilostazolgruppe 30 mg/kg KG Cilostazol und

in der Kontrollgruppe 0,9%ige NaCl-Losung iiber eine Magensonde oral verabreicht.

Nach 2 und 5 Wochen Versuchszeit wurden die Tiere getdtet und ihre Femora fiir rontgenologische,

biomechanische, = mikrocomputertomographische,  histologische und immunhistochemische



Untersuchungen verwendet. Zudem wurden nach 2 Wochen proteinbiochemische Analysen mittels

Western Blot durchgefiihrt.

Die durchgefiihrten Analysen zeigen, dass bei den mit Sildenafil behandelten Méusen das
Knochenvolumen und das Verhéltnis von Kallus zu Durchmesser des Femurs 5 Wochen nach der
Fraktur im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant zunahmen. Dies ging mit einer verringerten Anzahl
von Osteoklasten sowie einer erhdhten Expression von Osteoprotegerin (OPG) und einer verringerten
Expression des Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) einher. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass Sildenafil die Frakturheilung im Alter nicht verbessert, sondern den Prozess des
Knochenumbaus verzégert, was hochstwahrscheinlich auf eine geringere Anzahl und Aktivitit von

Osteoklasten im Kallusgewebe zuriickzufiihren ist.

Bei den mit Cilostazol behandelten Tieren zeigen die Ergebnisse im Vergleich zu den Kontrolltieren
eine signifikant erhohte Biegesteifigkeit nach 2 Wochen und eine verstirkte Knochenbildung nach 5
Wochen. Dies ging mit einer hdheren Anzahl neu gebildeter CD31-positiver Mikrogefiae sowie einer
erhohten Expression von Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und Runt-related transcription factor 2
(RUNX2) im Kallusgewebe einher. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cilostazol die
Frakturheilung bei alten Mausen beschleunigt, indem es die Angiogenese und die Expression von PI3K
und RUNX2 stimuliert. Daher konnte Cilostazol ein vielversprechender Wirkstoff zur Férderung der

Knochenheilung nach Frakturen im Alter sein.



2 Summary

The demographic changes in our society lead to a steadily increasing number of geriatric patients. Lower
bone healing capacity and fractures in aged are associated with higher mortality when compared to
young adults. Therefore, geriatric patients represent a major challenge for our health care system. Many
factors may contribute to the deterioration of bone regeneration in the elderly, including reduced
angiogenesis, impaired inflammatory regulation and other negative effects of age on a variety of
molecular and cellular processes. In our study, we investigated the effects of sildenafil and cilostazol on

fracture healing in old mice using a model of closed femur fractures.

Sildenafil is a phosphodiesterase-5 inhibitor. It is commonly used for treating erectile dysfunction and
is also approved for the treatment of pulmonary arterial hypertension. In addition, previous experimental

studies have shown that sildenafil promotes angiogenesis and bone formation.

Cilostazol is a phosphodieesterase-3 inhibitor and is approved for the treatment of stage II peripheral
artery disease. Moreover, the drug has antiplatelet properties and demonstrates pro-angiogenic and pro-

osteogenic effects in preclinical studies.

For the present study, a fracture of the femur was induced in aged CD-1 mice (age: 16-18 months) under
anesthesia using a 3-point bending device. The fracture was stabilized by inserting a MouseScrew ' -

Implant.

In the first part of the study, the sildenafil group (n=21) was compared with a control group (n=21).
After fracture, the animals received 5 mg/kg body weight sildenafil in the sildenafil group and 0.9%
NaCl solution in the control group orally by gavage daily.

In the second part of the study, the cilostazol group (n=21) was compared with a control group (n=21)
respectively. After fracture, the animals received 30 mg/kg bodyweight cilostazol in the cilostazol group

and 0.9% NaCl solution in the control group orally by gavage daily.

At 2 and 5 weeks after surgery, the animals were sacrificed and the femora were used for radiological,
biomechanical, microcomputertomographic, histologic and immunohistochemical examinations. In

addition, proteinbiochemical analyses were performed at 2 weeks after surgery by Western blotting.

The analysis of the first part of the study revealed a significantly increased bone volume and higher ratio
of callus to femora bone diameter at 5 weeks after fracture in sildenafil-treated mice when compared to

controls. This was associated with a reduced number of osteoclasts as well as an elevated expression of



osteoprotegerin (OPG) and a reduced expression of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2).
These findings indicate that sildenafil does not improve fracture healing in the elderly but delays the
process of bone remodeling, most likely due to a reduced number and activity of osteoclasts within the

callus tissue.

The analysis of the second part of the study showed a significantly increased bending stiffness at 2
weeks and an increased bone formation at 5 weeks after surgery in cilostazol-treated animals compared
with controls. This was associated with a higher number of newly formed CD31-positive microvessels
and an increased expression of phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and runt-related transcription factor 2
(RUNX2) within the callus tissue. These results suggest that cilostazol accelerates fracture healing in
aged mice by stimulating angiogenesis and the expression of PI3K and RUNX2. Therefore, cilostazol

may be a promising agent to promote bone healing after fractures in the elderly.

10



3 Einleitung
3.1 Knochen
3.1.1 Physiologie

Menschlicher Knochen zeichnet sich durch seine hohe Festigkeit bei gleichzeitig geringer Elastizitt,
vergleichsweise geringem Bedarf an Néhrstoffen sowie erstaunlich niedrigem Gewicht aus. Durch das
geringe Gewicht von Knochengewebe miissen wir bei Bewegungen verhdltnisméafig wenig Kraft
aufwenden, was vor allem durch die spezielle Bauweise von Lamellenknochen ermoglicht wird. Hierbei
sind die einzelnen Trabekel nach den Spannungslinien der grofiten Zugbelastung und Druckbelastung

angeordnet [4].

Das Knochengewebe erflillt vielfaltige Aufgaben: Die Knochen werden dem passiven
Bewegungsapparat zugerechnet und iibernehmen wichtige Stiitzfunktionen im Kdorper. Sie sind dabei
untereinander durch Bindegewebselemente verbunden und werden vom aktiven Bewegungsapparat, den
Skelettmuskeln, bewegt. Verschiedene Organe des Thorax sind durch Rippen sowie das Gehirn durch

Schédelknochen geschiitzt.

Auch bei der Himatogenese spielen die Knochen eine wichtige Rolle. Bei Erwachsenen erfolgt die
Blutbildung groBtenteils im roten (blutbildenden) Knochenmark. Wéahrend im Kindesalter
ausschlieBlich rotes Knochenmark vorhanden ist, wird dieses spéter in den meisten Knochen durch
gelbes (fettspeicherndes) Mark ersetzt. Enthalten ist rotes Knochenmark bei Erwachsenen

beispielsweise noch in den Rippen, in den Wirbelkdrpern, im Sternum oder im Os ilium [76].

Knochen stellt dariiber hinaus das wichtigste Kalziumdepot des menschlichen Korpers dar, so sind im
Knochen etwa 99% des Kalziums gespeichert [57]. Dariliber hinaus spielt Knochengewebe auch eine

Rolle beim Speichern sowie bei der Abgabe von Wachstumshormonen [9].

Knochen ist in der Lage seine Form zu dndern und dadurch auf wechselnde Belastungen zu reagieren,
was einer funktionellen Adaption entspricht und auch als Modeling bezeichnet wird. Verdnderungen
durch Modeling entstehen groftenteils wéhrend des Wachstums und sind mit zunehmendem Alter
riickldufig [24]. Das Remodeling ist entscheidend fiir eine Anpassung des Knochens an verdnderte
biomechanische Belastungen, wie sie durch vermehrte sportliche Betitigung oder eine Zunahme an
Korpergewicht entstehen kdnnen. Beim Menschen kommt es pro Jahr zu einem Umbau von etwa 10%

des Knochengewebes, der gesamte Prozess dauert dabei mehrere Monate [129].
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3.1.2 Morphologie

Folgende verschiedene Knochenformen werden unterschieden:

- Réhrenknochen = Ossa longa, z.b. Os humeri (Oberarmknochen)

- kurze Knochen = Ossa brevia, z.b. Ossa carpi (Handwurzelknochen)

- platte Knochen = Ossa plana, z.b. Cranium (Schédelknochen)

- beliiftete Knochen = Ossa pneumatica, z.b. Cavum tympani (Paukenhdhle)

- unregelmiBige Knochen = Ossa irrgeularia, z.b. Corpus vertebrae (Wirbelkorper)

Bei den Rohrenknochen (Ossa longa) lassen sich unterschiedliche Abschnitte voneinander abgrenzen:
Die gelenknahen Anteile bilden proximal und distal die Epiphysen, welche iiber die Metaphysen mit
der Diaphyse verbunden sind (siche Abb. 1). In den metaphysdren Arealen besitzt der Knochen die

Fahigkeit, in die Lange zu wachsen. Im Inneren der Diaphyse findet man die Markhohle des Knochens

[4].

distale proximale
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
—A— —r

+~—— Apophyse

[ ‘ ; Substantia W
spongiosa ol
Gelenkknorpel knocherne Markhohle Periost Substantia / i

(Spongiosa)
Epiphysenlinie mit Fettmark compacta  mit rotem,
(Kompakta) blutbildendem  kndcherne
Knochenmark  Epiphysenlinie

Gelenkknorpel

Abb. 1: Aufbau eines typischen Rohrenknochens am Beispiel des Femurs; aus: Schiinke M, Schulte E, Schumacher
U (2014) Prometheus LernAtlas der Anatomie, 4th ed., Thieme, Stuttgart

Unter den menschlichen Knochen verfiigt das Femur iiber die grofite Linge und Stirke. Die
Gesamtgrofle eines Menschen wird zu etwa einem Viertel von der Lange des Femurs bestimmt. Am
haufigsten frakturieren die Femora von Jungen, die jiinger als 10 Jahre alt sind sowie die Femora von
Frauen, die bereits dlter als 80 Jahre sind [72]. Weitere Analysen der Bauweise konnten zeigen, dass

zwischen den Femora von Miusen und den Femora von Menschen groBe Ahnlichkeiten bestehen [5].

3.1.3 Histologie

Knochen ist an den Auflenseiten mit Ausnahme der Gelenkflichen durch das Periost (Knochenhaut)

bedeckt, welches sich in ein &uBeres Stratum fibrosum und ein inneres Stratum osteogenicum unterteilen
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lasst. Das Periost ist gefdfireich und zeichnet sich aufgrund seiner Innervation durch eine
ausgesprochene Schmerzempfindlichkeit aus. Von innen wird Knochen durch Endost ausgekleidet,
welches eine Begrenzung fiir die Knochenkanélchen und Spongiosabélkchen darstellt [4]. Das Stratum
fibrosum des Periosts ist tiber Kollagenfaserbiindel, die auch als Sharpey-Fasern bezeichnet werden, mit
der Substantia compacta des Knochens verbunden. Gleichzeitig sind Knochenanteile {iber das Stratum
fibrosum mit den Sehnen von Muskeln verbunden [68,56]. Der Knochen lésst sich makroskopisch in
eine auflen gelegene Substantia compacta (auch Substantia corticalis), die sich innen an das Periost
anschlief3t, und eine innen gelegene Substantia spongiosa unterteilen. Die Substantia compacta besteht
aus Lamellen und Osteonen. Die Substantia spongiosa ist ein schwammartiges System aus kleinen

Knochenbalken, hier findet sich in den Zwischenrdumen Platz fiir das Knochenmark [128].

Knochenmark

Periost duRere Generallamelle

‘\\\\\:\i
2> Osteon
Havers-
Kanal
Spezial-
lamellen
w
=
é innere
5 —===Z==>— General-
g \ lamelle
2 |
Knochenbélkchen — Osteozyt Schaltlamellen Volkmann-Kanal
Abb. 2: Geflechtknochen; aus: Wennemuth G Abb. 3: Schematischer Aufbau des Lamellenknochens
(2017) Taschenbuch Histologie., 2nd ed., aus: Ulfig N (2017) Kurzlehrbuch Histologie, 5th ed.,
Elsevier, Miinchen Thieme, Stuttgart

Es lassen sich mit Geflechtknochen und Lamellenknochen zwei Knochenarten unterscheiden. Der
Geflechtknochen (siehe Abb. 2) wird auch als primérer oder unreifer Knochen bezeichnet und zeigt eine
ungeordnete Bauweise mit einer grolen Anzahl an Zellen. Diese Knochenart entwickelt sich in der
Fetalzeit ausgehend von mesenchymalem Bindegewebe sowie wihrend des Knochenwachstums durch
desmale Ossifikation aus der Knochenhaut. Wenn ein Knochen bricht, kommt es zundchst zur
Ausbildung von Geflechtknochen, welcher dann im Laufe der Zeit durch Lamellenknochen ersetzt wird.
Der Lamellenknochen oder sekundire Knochen entwickelt sich dabei durch Remodeling im Anschluss
nach dem Abbau des Geflechtknochens [4]. Fiir das Remodeling verantwortlich sind die basic
multicellular units. Diese enthalten Endothelzellen zur Orchestrierung des Umbaus, Osteoklasten zur

Etablierung eines Bohrkanals sowie Osteoblasten zur Produktion von Osteoid, woraus neue Osteone
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gebildet werden. Der Lamellenknochen (siche Abb. 3) ist durch eine besondere Formation der
Kollagenfibrillen in verschiedenen Lamellensystemen gekennzeichnet. Hier unterscheidet man
Generallamellen, Speziallamellen und Schaltlamellen. Die Generallamellen verlaufen parallel zur
Oberfldche. Die duflere Generallamelle liegt an der Grenze zum Periost, wohingegen die innere
Generallamelle am Ubergang zur Substantia spongiosa liegt. Die Schaltlamellen enthalten keine
Blutgefdfie und bestehen aus Resten von élteren Osteonen. Die Speziallamellen sind als Komponenten
der Osteone zu verstehen, wéhrend die Schaltlamellen zwischen den Osteonen liegen. Ein Osteon setzt
sich zusammen aus einem mittig gelegenen Havers-Kanal, der Blutgefiaf3e enthilt, und ringférmig um
diesen Kanal verlaufenden 4 bis 30 Speziallamellen aus sich schraubenférmig hinziehenden
Kollagenfibrillen. Die Osteone sind nach Auflen durch eine Kittlinie begrenzt, die viele Proteoglykane
enthélt. Zwischen den Lamellen befinden sich die Lakunen, in denen die Zellkdrper der Osteozyten
liegen. Die Lakunen sind iiber eine Vielzahl von kleinen Canaliculi, die die Zellfortsitze der Osteozyten
enthalten, mit den Lamellen und den Havers-Kanélen verbunden. Die Havers-Kanile erstrecken sich in
der Regel wie die zugehdrigen Osteone ldngs zum Knochen. Demgegeniiber verbinden quer fithrende
Volkmann-Kanile die Gefile der Havers-Kanéle untereinander sowie mit den GefdBen der
Knochenhaut [124]. Knochen setzt sich zusammen aus etwa 30% organischer Knochensubstanz und
etwa 70% anorganischer Knochensubstanz sowie Zellen mit verschiedenen Funktionen. Der organische
Anteil besteht dabei zu 95% aus Kollagen Typ 1 und zu 5% aus nichtkollagenen Proteinen. Die
anorganische Knochensubstanz besteht zu 95% aus Hydroxylapatit sowie zu 5% aus
Magnesiumfluoriden, Natriumfluoriden, Kaliumfluoriden und Chloriden [23]. Unter den verschiedenen

Zelltypen des Knochengewebes unterscheidet man Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten.

Die Osteoblasten entwickeln sich aus mesenchymalen Progenitorzellen und sind fiir die Neubildung von
Knochen verantwortlich, indem sie Kollagenfibrillen produzieren und die Mineralisation regulieren.
Auch sind Osteoblasten in der Lage, die Aktivitdt der Osteoklasten zu steuern. Die Osteoblasten liegen
den Knochenbilkchen auf und produzieren unverkalkte Knochengrundsubstanz, das Osteoid [129]. Die
Mineralisation und Aushirtung des Osteoids wird anschlieBend durch die Einlagerung von
Hydroxylapatitkristallen im Zusammenspiel mit alkalischer Phosphatase und weiteren Proteinen
vermittelt [56]. Waihrend ein Grofteil der Osteoblasten nach abgeschlossener Produktion von
Knochengrundsubstanz durch Apoptose abgebaut wird, werden einige inaktiviert oder differenzieren zu
Osteozyten, wenn sie sich durch das andauernde Sezernieren von Osteoid eingemauert haben [77]. Die
Osteozyten stellen den mit Abstand hiufigsten Zelltyp unter den Knochenzellen dar und koénnen
untereinander iiber gap junctions ihrer in den Canaliculi verlaufenden Zellfortsitze miteinander
kommunizieren. Bestehen neue mechanische Reize oder sind Reparaturen benétigt, werden die dafiir
notwendigen Prozesse durch Osteozyten herbeigefiihrt. Die Osteoklasten sind Bestandteil des
mononukledren Phagozytensystems und dafiir zustindig, Knochenmatrix abzubauen. Sie besitzen

teilweise tiber 10 Kerne und eine grofle Anzahl an Lysosomen, in denen die knochenmatrixabbauenden
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Enzyme gespeichert sind. Sie sind auffallend azidophil und enthalten viele Mitochondrien. Aktivierte
Osteoklasten befinden sich auf von ihnen abzubauender Knochensubstanz und verursachen dort
Defekte, die in der Substantia compacta als Bohrkanéle und in der Substantia spongiosa als Howship-
Lakunen bezeichnet werden [129]. Die Osteoklasten stammen von hdmatopoetischen Stammzellen ab

und konnen einen Durchmesser von bis zu 100 pm aufweisen [77].

Die Aktivitdt der Osteoblasten und Osteoklasten wird mithilfe der Peptidhormone Calcitonin und
Parathormon reguliert. Calcitonin entsteht in den parafollikuldren C-Zellen der Schilddriise und fiihrt
zu einer Erniedrigung des Calciumspiegels im Blut. Bei den Osteoklasten wird
calcitoninrezeptorvermittelt deren cAMP-Proteinkinase A aktiviert, was zu einer Hemmung der
Aktivitdt der Osteoklasten fiihrt [131]. AuBerdem werden die Osteoblasten durch Calcitonin angeregt,
in den Knochen Calciumphosphatsalze einzufiigen. Das Parathormon wird von den Epithelkérperchen
der Nebenschilddriisen sezerniert, wenn es zu einer Erniedrigung des Calciumspiegels im Blut kommt.
Durch Aktivierung eines Faktors, der zur Differenzierung der Osteoklasten beitrdgt, werden diese in
ihrer Aktivitit gesteigert und 16sen vermehrt Calciumsalze aus dem Knochen heraus, wodurch der
Calciumspiegel im Blut wieder ansteigt. Da es durch die Osteoklastenaktivitdt iiber einen ldngeren
Zeitraum zu einem zu starken Knochenabbau kommen wiirde, regt das Parathormon die Freisetzung

von Calcitriol an, was wiederum eine verstiarkte Mineralisation des Knochens zur Folge hat [53].

Reservezone{ = o= & o Wy &
Lol

Zone des{ .S
Saulenknorpels | .
S perichondrale

Knochen-

Zone des Manschette
Blasenknorpels (durch direkte
Ossifikation
entstanden)

Zone des{ »
Knorpelabbaus
und der

Knochenbildung kalkt
verkalktes

Osteoid
unverkalktes
Osteoblasten Osteoid
Abb. 4: Desmale Ossifikation (Azan) mit Osteozyten Abb. 5: Schema der enchondralen Ossifikation;
(1), unverkalktem Osteoid (2), verkalktem Osteoid (3) aus: Ulfig N (2017) Kurzlehrbuch Histologie,

und eingemauerten Osteozyten (4); aus: Ulfig N (2017) 5th ed., Thieme, Stuttgart
Kurzlehrbuch Histologie, 5th ed., Thieme, Stuttgart
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Es existieren zwei unterschiedliche Arten der Knochenbildung, ndmlich die desmale (direkte) und die
chondrale (indirekte) Ossifikation. Im Rahmen der desmalen Ossifikation (siche Abb. 4) entwickelt sich
der Knochen direkt aus mesenchymalen Zellen. Hierbei entwickeln sich die mesenchymalen Zellen iiber
eine Zwischenstufe, die Vorlduferzellen, zu Osteoblasten. Die Osteoblasten produzieren Osteoid, sodass
nach anschlieBend erfolgender Mineralisation neues Knochengewebe entsteht. Der Knochen wéchst
dadurch, dass sich auBBen an neu gebildetes Knochengewebe wieder Osteoblasten anlagern, die dort
wiederum Osteoid produzieren. Diese Form des Wachstums bezeichnet man auch als appositionelles
Wachstum. Bei der chondralen Ossifikation entsteht zundchst ein Geriist aus Knorpelgewebe, welches
im Verlauf durch Knochengewebe ersetzt wird. Man differenziert im Rahmen der chondralen
Ossifikation zwischen zwei sich zeitlich iiberlappenden Prozessen, der auBlen stattfindenden

perichondralen Ossifikation und der innen stattfindenden enchondralen Ossifikation.

Im Rahmen der perichondralen Ossifikation entwickeln sich in der Diaphyse perichondrale Zellen zu
Osteoblasten, welche eine knocherne Manschette um die noch aus Knorpel bestehende Diaphyse
formen. Dieser Prozess dhnelt somit der desmalen Ossifikation [124]. Wihrend der enchondralen
Ossifikation hypertrophieren die Knorpelzellen im Inneren des Knorpelgeriists und es entstehen
Verkalkungsherde, in die Blutgefifle einwachsen. Mit den Blutgefilen kommt es auch zur
Einwanderung von mesenchymalen Zellen in die Verkalkungsherde, die sich zu Osteoblasten,
Osteoklasten oder Chondroklasten entwickeln. Wéhrend die Osteoklasten mit dem Abbau von
Verkalkungsherden beschiftigt sind, tragen die Osteoblasten zur Knochenbildung bei [124]. Im Bereich
zwischen Diaphyse und Epiphyse befindet sich die Umbauzone der enchondralen Ossifikation (siche
Abb. 5), wobei sich hier ausgehend von der Epiphyse verschiedene Zonen unterscheiden lassen: Die
Reservezone enthilt hyaline Knorpelzellen. In der Proliferationszone befinden sich Knorpelzellen, die
sich mit hoher Frequenz teilen und sich lédngs zur Verlaufsrichtung des Knochens in Sdulen anordnen.
Die Resorptionszone (auch Hypertrophiezone) enthilt groBe Blasenknorpelzellen sowie einzelne
Kalkeinlagerungen. In der Erdéffnungszone kommt es zum Abbau von Knorpelgewebe durch
Chondroklasten, gleichzeitig sterben Knorpelzellen ab und es entstehen Verkalkungen. In der
Verknocherungszone liegen Osteoblasten auf verkalkten Knorpelbilkchen auf und sorgen dort fiir die

Entstehung von neuem Knochengewebe [111].

3.2 Frakturheilung

Damit die Frakturheilung ungehindert ablaufen kann, ist es wichtig, dass die Bruchstiicke gut
durchblutet sind. Aulerdem sind Ruhigstellung sowie eine addquate Beriihrung der Knochenfragmente
untereinander unerlédsslich flir eine suffiziente Frakturheilung. Besteht ein zu grofles Mall an

interfragmentiarer Bewegung, konnen Pseudoarthrosen entstehen. Demgegeniiber steht bei zu geringer
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Bewegung zwischen den Bruchstiicken bedingt durch fehlenden physiologischen Reiz die Mdglichkeit
einer verlangsamten Frakturheilung. Man unterscheidet die direkte (primére) Frakturheilung von der

indirekten (sekundéren) Frakturheilung [95].
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Abb. 6: Direkte (a) und indirekte Frakturheilung (b-¢) mit initialer Verletzungsphase (b), Entziindungsphase (c),
Phase der Kallushértung (d) und Remodeling-Phase (e); aus: Niethard F, Pfeil J, Biberthaler P (2022) Duale Reihe
Orthopédie und Unfallchirurgie, 9th ed., Thieme, Stuttgart

3.2.1 Primére Frakturheilung

Im Rahmen der direkten (priméiren) Frakturheilung (sieche Abb. 6 a) lduft die Knochenheilung ohne
Bildung von Kallus ab. Dafiir besteht die Notwendigkeit einer konstanten Fixierung der
Knochenbruchstiicke, wodurch die Osteone in der Lage sind, den Bruchspalt direkt zu iiberbriicken. Im
Rahmen der direkten Frakturheilung unterscheidet man die Spaltheilung von der Kontaktheilung. Von
Spaltheilung spricht man hier, wenn zwischen den Bruchstiicken kleine Defekte mit Geflechtknochen
gefiillt werden. Nachdem sich in diesen Defekten Geflechtknochen entwickelt hat, wird dieser langsam
zu Lamellenknochen umgebaut und damit die urspriingliche Knochenstruktur wiederhergestellt.
Demgegeniiber steht die Kontaktheilung, die moglich ist fir den Fall, dass der Abstand zwischen den
Knochenbruchstiicken eine Lédnge von 0,01 mm nicht {iberschreitet. Durch den geringen Abstand sind
die Osteone in der Lage durch direkte Bildung von Lamellenknochen in das gegeniiberliegende
Knochenbruchstiick einzusprieBen und so die Kontinuitdt des Knochens wiederherzustellen [33,79]. Die
direkte Frakturheilung findet man beispielsweise bei Fissuren oder bei einer Frakturbehandlung mittels

Plattenosteosynthesen.
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3.2.2 Sekundiire Frakturheilung

Die indirekte (sekundire) Frakturheilung (siche Abb. 6 b-¢) findet weitaus hdufiger statt als die primére
Frakturheilung und tritt beispielsweise bei einer Behandlung von Knochenbriichen mit Fixateur externe
oder Marknagelosteosynthese auf. Hierbei entsteht zu Beginn in der Verletzungsphase (siche Abb. 6 b)
ein Frakturhdmatom. In der anschlieBenden Entziindungsphase (siche Abb. 6 ¢), die etwa 3 bis 14 Tage
dauert, wachsen Fibroblasten in das Hamatom ein und es bildet sich ein Kallus aus Bindegewebe.
Zusitzlich kommt es zur Einwanderung von Monozyten, Granulozyten und Mastzellen sowie zur
Sezernierung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die fiir die spétere GefdBneubildung und

Zellentwicklung von grofler Bedeutung sind.

An der Kallusentwicklung sind Wachstumsfaktoren beteiligt wie beispielsweise insulin-like growth
factor (IGF), bone morphogenetic protein 2 (BMP-2), bone morphogenetic protein 4 (BMP-4) plateled-
derived growth factor (PDGF) oder transforming growth factor (TGF). Zusédtzlich spielt die
Sezernierung von Matrixproteinen durch Makrophagen eine wichtige Rolle sowie der Umstand, dass
sowohl Fibroblasten als auch Osteoblasten vermehrt Kollagen Typ 1 bilden. AnschlieBend folgt die
Phase der Kallushdrtung (siche Abb. 6 d), hier bildet sich innerhalb von Wochen bis Monaten ein Kallus
aus Geflechtknochen, der den vorher bestehenden bindegewebigen Kallus ersetzt. In der abschlieBenden
Phase des Remodeling (siche Abb. 6 e) wird der Geflechtknochen iiber eine Dauer von etwa 1 bis 2
Jahren zu Lamellenknochen umgebaut. Dies geht mit Wiederherstellung der medulldren Gefil3e, der
Anpassung der Knochenstruktur an die mechanischen Belastungen und dem Abbau von iiberfliissigem

Kallusgewebe einher [95,105,115].

3.3 Auswirkungen von Alter auf die Frakturheilung

Die Gesellschaft in Deutschland wird immer &lter, bedingt vor allem durch die geburtenstarken
Jahrgidnge von 1955 bis 1969 und die steigende Lebenserwartung [64]. Aufgrund dieser Entwicklung
wird die Medizin in Zukunft mit deutlich mehr dlteren Patienten und ihren Gesundheitsbediirfnissen
konfrontiert sein. Darum ist ein besseres Verstindnis der mit dem Altern einhergehenden
physiologischen Verdnderungen und medizinischen Besonderheiten wichtig. Im Alter konnen
verschiedene Verdnderungen zu einer schlechteren Frakturheilung beitragen (siche Abb. 7).
Knochenbriiche werden bei dlteren Menschen hiufig beobachtet, und Frakturen sind mit einer hohen

Morbiditéts- und Mortalitétsrate verbunden [13,130].
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Abb. 7: Ausgewidhlte Auswirkungen von Alter auf die Frakturheilung, modifiziert nach https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcSrSMeJ27YtZpyCFXv79m4x X688 g8NNNPYOQw&usqp=CAU,

zuletzt aufgerufen am 10.3.2024

Bei den meisten gesunden Erwachsenen beeintrdchtigt die mit der Frakturheilung verbundene
Immobilitét die Lebenserwartung der Patienten nicht wesentlich, bei dlteren Patienten ist im Gegensatz
dazu die fiir die Frakturheilung erforderliche Rekonvaleszenzzeit eine wesentliche Ursache fiir die
Morbiditit und Mortalitit nach einem Trauma [30,104]. Altere Menschen haben nicht nur ein héheres
Risiko fiir Knochenbriiche und weisen eine hohere Mortalitdt auf, sondern besitzen auch geringere
Féhigkeiten zur Knochenregeneration [13,86]. Dies kann zu einer verzégerten Knochenheilung sowie
zur Bildung von Pseudoarthrosen fiihren, was fiir die betroffenen Patienten mit einem erheblichen
Funktionsverlust und umfangreichen Revisionseingriffen verbunden ist [85]. Forschung iiber den
Heilungsprozess von Knochenbriichen in hdherem Alter ist somit von grofer Wichtigkeit. Mit
fundiertem Verstindnis dariiber, wie sich der Prozess der Frakturheilung mit dem Alter verdndert, lassen
sich neue therapeutische Optionen entwickeln, die zur Verbesserung der Frakturheilung bei dlteren
Menschen genutzt werden konnen. Findet man Moglichkeiten, wie sich die Frakturheilung bei élteren
Menschen verbessern und beschleunigen lésst, lassen sich so auch die Morbiditéts- und Mortalitdtsraten

senken.

3.3.1 Auswirkungen von Alter auf die Osteogenese

In zahlreichen Studien mit Mausmodellen wurde bereits {iber eine verzdgerte Frakturheilung bei élteren
Tieren berichtet. Dies ging mit einer verringerten Knorpel- und Knochenbildung, einer verzogerten
Knorpelresorption und einer langsameren Mineralisierung innerhalb des Kallus einher [7,73,90]. Die
verzogerte Knochenheilung kann auch mit altersbedingten Verdnderungen der osteochondralen
Stammzellen in Verbindung gebracht werden. So konnte nachgewiesen werden, dass eine Abnahme der
osteochondralen Stammzellproliferation mit einer signifikanten Erniedrigung des Knochen- und
Knorpelgehalts innerhalb des Frakturkallus von gealterten Mausen im Vergleich zu jungen Tieren

einhergeht [73]. In alten Méusen konnte im Vergleich zu jungen Miusen eine geringere Anzahl an
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mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden, zudem zeigten die Stammzellen der alten Tiere
auch eine reduzierte Proliferationsfahigkeit [94]. Friihere Studien haben gezeigt, dass das Alter bei
Tieren einen entscheidenden Einfluss auf den Heilungsprozess von Knochenbriichen hat und dass die
fiir die Heilung erforderliche Zeit mit dem Alter zunimmt. Bei der Untersuchung des Einflusses von
Alter auf Volumen, Mikrostruktur und Mineralisierung des Frakturkallus wéhrend der Knochenheilung
bei Ratten wurde eine verzogerte Kallusreifung bei dlteren Tieren festgestellt. Dies ging mit einer
beeintrachtigten Kallusiiberbriickung einher und wirkte sich negativ auf Mikrostruktur und
Mineralisierung des Kallus aus. AuBlerdem lief sich eine erhohte Knochenresorption aufgrund einer
héheren Anzahl von Osteoklasten feststellen [81]. Bei Maiausen konnte gezeigt werden, dass
Osteoblasten bei dlteren Tieren eine verminderte Reaktion auf osteogene Stimuli zeigen und dass eine
Verzogerung bei der Differenzierung und Reifung von Chondrozyten zu einer verzogerten

endochondralen Ossifikation fiihrt [74].

3.3.2 Auswirkungen von Alter auf die Inflammation

Altersbedingte Verdnderungen wirken sich auf eine Vielzahl der biologischen Prozesse aus, die an der
Frakturheilung beteiligt sind, so auch auf die Entziindungsreaktion. Wichtige Zellen der
Entziindungsreaktion wie Makrophagen, T-Zellen und mesenchymale Stammzellen haben
altersbedingte Verdnderungen gezeigt, die die Frakturheilung beeinflussen konnten [17]. Gealterte
Makrophagen scheinen sich negativ auf den Heilungsprozess auszuwirken. Wenn die Rekrutierung von
Makrophagen an der Frakturstelle blockiert wird, zeigen éltere Méuse eine bessere Frakturheilung. Im
Gegensatz dazu hatte die Blockierung der Makrophagenrekrutierung an der Frakturstelle bei jungen

Maiusen im selben Experiment einen negativen Effekt auf die Frakturheilung [117].

Mit zunehmendem Alter ist eine Abnahme der Thymusfunktion und der T-Zell-Produktion zu
beobachten. Das Fehlen einer ausreichenden Menge an T-Zellen, die vom Thymus produziert werden,
wirkt sich negativ auf die Fahigkeit aus, eine wirksame Immunreaktion einzuleiten. Dariiber hinaus
schrinkt der Mangel an T-Zellen die Verfiigbarkeit von regulatorischen T-Zellen ein, die bendtigt

werden, um die ausgeldste Immun- und Entziindungsreaktion zu beheben [38,119].

Die inflammatorische Phase ist ein wesentlicher Bestandteil der Frakturheilung, da mesenchymale
Stammzellen in dieser Phase zur Frakturstelle geleitet werden [80]. Eine Stérung der inflammatorischen

Phase der Frakturheilung kann sich nachteilig auf das Ergebnis des Heilungsprozesses auswirken [36].
Dies zeigt sich bei ilteren Patienten, die hohere Werte an zirkulierenden proinflammatorischen

Zytokinen aufweisen, was zu einem chronisch erhdhten Entziindungsstatus fiihrt, der auch als "inflamm-
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aging" bezeichnet wird [25]. Altersbedingte Verdnderungen der mesenchymalen Stammzellen konnten
die gestorte Heilung bei é&lteren Menschen und Tieren als Folge einer dysregulierten
Entziindungsreaktion erkliaren. In Proben von dlteren Menschen finden sich beispielsweise vermehrt
Marker fiir oxidative Schiden an mesenchymalen Stammzellen. Bei Studien in Tiermodellen konnte ein
Nutzen der therapeutischen Verabreichung von mesenchymalen Stammzellen aus jungen Tieren fiir die
Wundheilung gezeigt werden, wihrend die Gabe von gealterten mesenchymalen Stammzellen ohne

positiven Effekt blieb [20].

3.3.3 Auswirkungen von Alter auf die Vaskularisierung

Gestorte Frakturheilung bei dlteren Menschen ist wesentlich mit einer altersbedingten Dysfunktion des
vaskuldren Systems des Knochens verbunden, was eine verzdgerte Vaskularisierung an der Frakturstelle
zur Folge hat [17]. Es zeigte sich, dass ein hoheres Alter die Expression von Faktoren verringert, die die
vaskuldre Invasion des Frakturkallus regulieren und folglich Angiogenese und Vaskularisierung
wihrend der Frakturheilung beeinflussen. So fanden sich bei jiingeren Méausen frither als bei dlteren
Mausen Transkripte des proangiogenen Hypoxie-induzierter Faktor-la-Proteins (HIF-1a) und des
vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF), die den Prozess der Angiogenese positiv
beeinflussen. AuBlerdem fanden sich bei den jiingeren Tieren eine stirkere Expression der Matrix-
Metalloproteinasen 9 und 13, die an der Einwanderung von Endothelzellen ins Gewebe beteiligt sind.
Da das angiogene Potenzial wéhrend der Frakturheilung mit dem Alter abnimmt, scheint eine Steigerung
der Angiogenese eine vielversprechende Option bei der Heilung von Knochenbriichen im Alter zu sein
[75]. Eine ausreichende Blutversorgung ist sehr wichtig fiir die Frakturheilung. Der Beitrag des
GefaBsystems zur Frakturheilung umfasst dabei die Bereitstellung der Blutversorgung fiir den Transport

von Néhrstoffen, Sauerstoffund Zellen, die lokal angiogene und osteogene Signalmolekiile exprimieren.

Die Abnahme der Vaskularisierung zum Zeitpunkt der Fraktur kann die Angiogenese wahrend der
Frakturheilung verzogern. Bei jungen Méusen weist der Frakturkallus zu friihen Heilungszeitpunkten
eine hohere Oberflaichendichte der BlutgefaBe auf als bei dlteren Méusen [36,55,75]. Mit zunehmendem
Alter werden Storungen der Knochenbruchheilung mit altersbedingten Funktionsstdorungen des
Knochengefdf3systems und seiner Regenerationsfahigkeit bei der Heilung in Verbindung gebracht. Im
Allgemeinen nimmt die vaskuldre Durchblutung des Skeletts mit dem Alter ab [101]. Vaskularisierung
und Angiogenese sind bei der Frakturheilung élterer Menschen beeintrachtigt und osteochondrale Zellen
sowie ihre Vorlduferzellen zeigen eine verminderte Aktivitit und Menge im Kallus. Die Beitrage dieser
Veranderungen erkldren jedoch nicht vollstindig die schlechteren Heilungsergebnisse und die erhdhte
Morbiditét, die bei élteren Patienten beobachtet werden, sodass zusitzliche Forschung auf diesem

Themengebiet wichtig ist [17].
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3.4 Sildenafil
3.4.1 Struktur

Sildenafil ist auch unter dem strukturellen Namen 1-{[3-(1-Methyl-7-0x0-3-propyl-6,7-dihydro-1H-
pyrazolo[4,3-d] pyrimidin-5-yl)-4-ethoxyphenyl]sulfonyl}-4-methylpiperazin bekannt (siche Abb. 8)
und hat die Summenformel C22H30NsO4S.

k CHs

Abb. 8: Strukturformel Sildenafil, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sildenafil.svg, Autor: Yikrazuul,

(Pypaertv), erstellt am 21.8.2009, zuletzt aufgerufen am 19.1.2022

3.4.2 Anwendungsgebiete

Die Fiahigkeit von Sildenafil, sich begiinstigend auf Erektionen auszuwirken, wurde im Rahmen einer
Studie zufillig entdeckt. Diese hatte eigentlich zum Ziel, ein neues Medikament zur Vasodilatation zu
entwickeln. Durch seine erektionsfordernde Wirkung erlangte Sildenafil nach seiner Zulassung im Jahre
1998 unter dem Namen Viagra® schnell gro3e Beriihmtheit und Beliebtheit, sicherlich auch weil die
orale Einnahme deutlich angenehmer war als andere derzeitige Alternativen wie beispielsweise die

Injektion von Papaverin in die Corpora cavernosa.
Sildenafil ist heute fiir zwei Indikationen zugelassen, zum einen zur Behandlung der erektilen

Dysfunktion und zum anderen unter dem Namen Revatio® zur Behandlung der pulmonalen arteriellen

Hypertonie [1].
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3.4.3 Wirkungsweise

Sildenafil ist ein Hemmstoff der Phosophodiesterase-5, einem Enzym, das cyclisches
Guanosinmonophosphat (¢cGMP) durch Hydrolyse abbauen kann. Sildenafil hat eine dhnliche Struktur
wie cGMP und hemmt die Phosphodiesterase-5, indem es die Bindungsstellen der cGMP blockiert. Da
c¢GMP bedeutsam an der Relaxierung der glatten Muskulatur beteiligt ist, bewirkt eine Hemmung der
Phosphodiesterase-5 und damit eine Erhohung der Konzentration von ¢cGMP durch Sildenafil eine
verstirkte Dilatation der glatten GefdBmuskulatur. Die Erektion beim Mann wird {iber parasympathische
Neurone vermittelt, die in den Corpora cavernosa Stickstoffmonoxid (NO) freisetzen. Durch NO wird
die Bildung von cGMP gesteigert. Sildenafil entfaltet seine erektionsbegiinstigende Wirkweise nur im
Zusammenspiel mit sexueller Stimulierung, da hierfiir die parasympathische NO-vermittelte vermehrte

Bildung von cGMP nétig ist [26].

Dariiber hinaus erniedrigt Sildenafil den pulmonalarteriellen Widerstand und fithrt auch zu einer
Senkung des Tonus in den WiderstandsgefdBen des grofSen Blutkreislaufs. Sildenafil ist Substrat von
CYP3A4 und unterliegt nach oraler Einnahme der metabolischen Elimination. Die empfohlene
Einzeldosis liegt zur Behandlung erektiler Dysfunktion bei 50 mg und sollte etwa 30 bis 60 Minuten
vor dem Sexualverkehr eingenommen werden. Zur Behandlung von pulmonalarterieller Hypertonie
betrdgt die Einzeldosis zunichst 20 mg, diese kann allerdings im Verlauf auf bis zu 80 mg gesteigert

werden [32].

3.4.4 Pharmakokinetik

Sildenafil wird nach oraler Verabreichung schnell resorbiert, wobei die absolute Bioverfligbarkeit bei
40 % liegt. Die Plasmakonzentration von Sildenafil erreicht innerhalb von 30 bis 120 Minuten nach der
oralen Einnahme im niichternen Zustand ihren Hochstwert, der Median liegt dabei bei 60 Minuten.
Sildenafil wird in erster Linie durch mikrosomale Cytochrom-P450-Isoenzyme in der Leber
verstoffwechselt, die es in einen aktiven N-Desmethyl-Metaboliten umwandeln, der noch etwa 50 % der

Phosphodiesterase-5-Hemmbkraft des Ausgangsstoffes besitzt.

Sildenafil und sein aktiver Metabolit sind beide zu etwa 96% an Plasmaproteine gebunden und ihre
Halbwertszeit betragt jeweils 4 Stunden. Sildenafil wird in Form von Metaboliten groftenteils mit dem
Stuhl und zu einem geringeren Anteil mit dem Urin ausgeschieden. Die Plasmaspiegel von Sildenafil

sind moglicherweise stark erhoht bei Patienten mit Funktionsstdrungen der Leber, schweren
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Funktionsstorungen der Nieren sowie bei gleichzeitiger Anwendung von Cytochrom P450 3A4-

Inhibitoren (z. B. Makrolid-Antibiotika wie Erythromycin) [15].

3.4.5 Nebenwirkungen und Kontraindikationen

Unter den unerwiinschten Nebenwirkungen von Sildenafil kommen Kopfschmerzen, gastrointestinale
Beschwerden und Flush-Symptomatiken mit einer Haufigkeit von jeweils iiber 10% am 6ftesten vor. Zu
1% bis 10% treten Sehstorungen, Myalgien oder Rhinitiden auf. Bei weniger als 1% der Einnahmen
kommt es zu Nebenwirkungen wie Hypoglykédmie, Hyperglykdmie, Andmie, Erbrechen, Leukopenie,
Tremor, Tinnitus oder Vertigo. Bei weniger als 0,01% der Einnahmen kommt es zu Krampfanféllen und
Priapismus. Sehr selten beobachtet man kritische kardiovaskuldre Folgeereignisse wie plotzlichen
Herztod, Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris, ventrikuldre Arrhythmien oder Hirnblutungen

[112].

Die voriibergehenden Sehstdrungen, die insbesondere bei hohen oralen Dosen auftreten, sind urséchlich
aller Wahrscheinlichkeit nach auf die schwache, aber vorhandene Wirkung von Sildenafil auf die
Phosphodiesterase-6 zuriickzufiihren, die die Signaltransduktionswege in den Photorezeptoren der

Netzhaut reguliert [15].

Zu den Kontraindikationen der Einnahme von Sildenafil zéhlen schwere Herzinsuffizienz, schwere
Leberinsuffizienz, unlédngst durchgemachte Schlaganfille und Myokardinfarkte, die Einnahme von
potenten CYP3A4-Inhibitoren sowie von Proteaschemmern wie Ritonavir oder Indinavir, ein
systolischer Blutdruck von weniger als 90 mmHg sowie einige Erkrankungen der Retina. Insbesondere
bei der Einnahme von NO-Donatoren ist die Gabe von Phosphodiesterase-5-Hemmern wie Sildenafil
strengstens kontraindiziert, da diese Kombination zu drastischen Senkungen des Blutdrucks fiihren
kann. Da Sildenafil iiber CYP3A4 abgebaut wird, kann es zu Wechselwirkungen mit Medikamenten
kommen, die als CYP3A4-Induktoren oder CYP3A4-Inhibitoren wirken [32].

3.4.6 Potenzial fiir die Frakturheilung

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Sildenafil in der Lage ist, stimulierend auf
die Angiogenese zu wirken [18,62,102,125]. Dies ist von besonderem Interesse, da die Angiogenese flir

eine erfolgreiche Frakturheilung von groBer Wichtigkeit ist. In einer weiteren Studie hat sich gezeigt,
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dass durch Sildenafil der Prozess der Frakturheilung bei Mausen beschleunigt werden kann, was mit
einer signifikant hoheren Expression des proangiogenen und osteogenen cysteinreichen Proteins 61

(CYR61) und einer Beschleunigung der Knochenbildung einherging [44].

Unklar ist bisher allerdings, ob diese Beschleunigung der Frakturheilung durch Sildenafil auch bei alten
Maiusen erreicht werden kann. Daher wurden in der vorliegenden Studie zum ersten Mal die
Auswirkungen von Sildenafil auf die Frakturheilung bei alten Mausen unter Anwendung eines
geschlossenen Femurfrakturmodells untersucht. Die fiir diese Studie gewéhlte Sildenafil-Dosis (5
mg/kg) ist dabei ungefihr fiinfmal héher als die derzeit beim Menschen verwendete Standarddosis (0,7
bis 1,5 mg/kg). Dies beriicksichtigt die hohere Metabolisierungsrate von Sildenafil bei Nagetieren mit
einer Eliminationshalbwertszeit von einer Stunde bei Méusen im Vergleich zu vier Stunden beim

Menschen [127].

3.5 Cilostazol
3.5.1 Struktur

Cilostazol trdgt den strukturellen Namen 6-[4-(1-Cyclohexyl-1H-tetrazol-5-yl)butoxy]-3,4-
dihydrochinolin-2-on (siche Abb. 9) und besitzt die Summenformel C20H27Ns0x.

O N,
\/\/\« /!\]
N_
@) N
H

Abb. 9: Strukturformel von Cilostazol, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cilostazol.svg, Autor:

Fvasconcellos, erstellt am 30.4.2007, zuletzt aufgerufen am 19.1.2022
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3.5.2 Anwendungsgebiete

Cilostazol (Pletal®) ist zugelassen zur Behandlung von Claudicatio intermittens (Stadium II nach
Fontaine) im Rahmen einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und bewirkt bei den Patienten
eine Verldngerung der Gehstrecke [41]. In einer Metaanalyse wurden die Wirkungen von Cilostazol bei
2702 Patienten mit stabiler, mittelschwerer bis schwerer Claudicatio intermittens untersucht, die an 8
randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studien teilgenommen hatten. Die
Behandlungsdauer reichte von 12 bis zu 24 Wochen. Die Therapie mit Cilostazol erhdhte die maximale
und die schmerzfreie Gehstrecke um 50 % bzw. 67 %. Die von den Patienten angegebene Lebensqualitét

ergab bessere Werte unter einer Therapie mit Cilostazol [121].

Cilostazol sollte zweimal tdglich oral in einer Dosierung von 100 mg eingenommen werden. Auch gibt
es Studien, die den Off-Label-Einsatz von Cilostazol zur Vorbeugung von Koronarthrombosen

beziehungsweise Restenosen und Schlaganfall-Rezidiven untersuchen [70].

3.5.3 Wirkungsweise

Cilostazol hemmt die Phosphodiesterase-3 und fiihrt tiber eine Erhéhung von cAMP zu einer
Relaxierung der glatten GefdBmuskulatur und damit zu einer Vasodilatation. Neben seiner
gefdllerweiternden Wirkung besitzt Cilostazol auch eine blutplattchenhemmende Wirkung, die ebenfalls
auf die Hemmung der Phosphodiesterase-3 und die anschlieBende Erhohung des intrazellularen cAMP-
Spiegels zuriickzufiihren ist. Auch hemmt Cilostazol die Proliferation glatter Muskelzellen in vitro und
hat in einer klinischen Studie gezeigt, dass es die Triglyceridwerte senkt und die HDL-Cholesterinwerte
erhoht. Préklinische Studien legen nahe, dass Cilostazol die Adenosinaufnahme hemmt. Durch die
ErhShung des interstitiellen Adenosinspiegels wird die cAMP-erhdhende Wirkung der Hemmung der
Phosphodiesterase-3 in den Thrombozyten und der glatten Muskulatur verstarkt, wodurch die

thrombozytenaggregationshemmende und gefaBBerweiternde Wirkung des Medikaments gefordert wird.

3.5.4 Pharmakokinetik

Die Eliminationshalbwertszeit von Cilostazol betrdgt 10,5 Stunden, wihrend sich die Dauer der
Thrombozytenaggregationshemmung {iber 3 bis 4 Tage erstreckt. Die Elimination erfolgt groBtenteils
iiber Metabolismus, wobei Cilostazol grofitenteils von Leberenzymen metabolisiert wird. Die zwei

Hauptmetabolite sind das 4'-trans-Hydroxy-Cilostazol und das 4—7-mal starker wirksame Dehydro-
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Cilostazol. Die Ausscheidung der Metabolite erfolgt hauptsachlich iiber den Urin. Cilostazol ist zu 95-
98 % an Proteine gebunden, davon zum Grofteil an Albumin. Bei Patienten, die unter einer

Nierenfunktionsstdrung leiden, sollte eine geringere Dosis zum Einsatz kommen [99].

3.5.5 Nebenwirkungen und Kontraindikationen

Unter den unerwiinschten Nebenwirkungen kommen Kopfschmerzen mit etwa 30% am héufigsten vor,
gefolgt von Durchféllen und Stuhlverdnderungen mit jeweils > 15 % sowie Schwindel beziehungsweise
Benommenheit mit etwa 10 %. Gelegentlich wurden nach der Einnahme von Cilostazol Schlaflosigkeit,

Angstzustinde, Schiittelfrost, Hyperglykdmie, Andmie, Dyspnoe oder Gastritis beobachtet.

Als wichtige Kontraindikation ist die Herzinsuffizienz zu nennen [1]. Zudem darf Cilostazol bei
Patienten mit einer Kreatininclearance von <25 ml / min nicht zum Einsatz kommen. Des Weiteren
bestehen Kontraindikationen fiir Patienten mit mittelschwerer bis schwerer Leberfunktionsstérung, fiir
Patienten mit bekannter Veranlagung fiir Blutungen, fiir Patienten mit bekannter ventrikuldrer
Tachykardie, Tachyarrhythmie oder instabiler Angina pectoris, fiir Patienten die gleichzeitig zusétzlich
mindestens zwei weitere "Thrombozytenaggregationshemmer oder Antikoagulanzien einnehmen sowie

fiir Schwangere [99].

Eine Cochrane-Metaanalyse kam zu dem Ergebnis, Hemmstoffe der Phosphodiesterase-3 bei Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz fiir einen Anstieg der Sterblichkeitsrate im Vergleich zu Placebos
verantwortlich sind. Unter der Therapie mit Hemmstoffen der Phosphodiesterase-3 kam es signifikant

haufiger zu Fillen von Herztod, Herzrhythmusstérungen und Schwindelattacken [2].

3.5.6 Potenzial fiir die Frakturheilung

Studien haben bereits gezeigt, dass Cilostazol die Angiogenese und Vaskularisierung durch
Hochregulierung verschiedener proangiogener Wachstumsfaktoren fordert [10,52]. Dies ist
insbesondere von Interesse im Hinblick auf die Frakturheilung, da Vaskularisierung und Angiogenese
hierbei eine wichtige Rolle spielen. Interessanterweise sind proangiogene Faktoren wie VEGF und
CYRG61 dafiir bekannt, dass sie auch iiber osteogene Aktivititen verfiigen [67,109]. Diese Aktivitdten
beschleunigen den Prozess der Knochenbildung und verbessern die Reparatur von Knochenbriichen

[118]. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Phospodiesterasechemmer wie Cilostazol die Proliferation
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und Differenzierung von Osteoblasten stimulieren und so die Knochenbildung beschleunigen und die
Knochenmasse erhohen. Dies ist hochstwahrscheinlich auf den erhohten cAMP-Spiegel
zuriickzufiihren, der die Wirkung von BMP-4 auf Osteoprogenitorzellen verstirkt [122,126]. Zudem
konnte gezeigt werden, dass Cilostazol die Frakturheilung bei jungen Méausen beschleunigt, indem es
sowohl die Geschwindigkeit der Knochenneubildung als auch des Kallusumbaus erhdht, was mit einer

Hochregulierung von CYR61 einhergeht [40].

Die Auswirkungen von Cilostazol auf die Frakturheilung bei dlteren Méiusen wurden bisher nicht
untersucht. Dies ist aber zusétzlich erforderlich, da das Altern zu einer verminderten Funktion mehrerer
Organe wie Leber und Niere fiihrt. Dementsprechend kénnen sich auch bei Menschen Pharmakokinetik,
Metabolismus und Wirkung von Medikamenten bei élteren Erwachsenen im Vergleich zu jungen

Menschen deutlich unterscheiden [60].

Daher wurden in der vorliegenden Studie zum ersten Mal die Auswirkungen von Cilostazol auf die
Frakturheilung bei alten Méusen unter Anwendung eines stabilen Modells einer geschlossenen
Femurfraktur untersucht. Die Dosierung von Cilostazol mit 30 mg / kg Korpergewicht wurde dabei
anhand der Ergebnisse einer Studie von Biscetti et al. [10] ausgewdhlt, in welcher fiir diese Dosierung

die grofiten proangiogenen Effekte nachgewiesen werden konnten.

3.6 Fragestellung und Ziel der Studie

Ziel der vorliegenden Studie war, die Auswirkungen der Gabe von Sildenafil und Cilostazol auf die

Frakturheilung im Mausmodell bei alten Tieren zu untersuchen.

Die Nullhypothese fiir den ersten Studienabschnitt lautet: ,,Die Gabe von Sildenafil hat keine

Auswirkungen auf die Frakturheilung im Mausmodell bei alten Tieren*

Die Nullhypothese fiir den zweiten Studienabschnitt lautet: ,,Die Gabe von Cilostazol hat keine

Auswirkungen auf die Frakturheilung im Mausmodell bei alten Tieren*
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchsprotokoll

Die im Rahmen der Studie durchgefiihrten Tierversuche mit der Versuchsnummer 04/2019 wurden vom
Landesamt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz, Abteilung Lebensmittel- und Veterindrwesen
(Zentralstelle, Konrad-Zuse-Strale 11, 66115 Saarbriicken) genehmigt. Die Versuche wurden am

Institut fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes in Homburg durchgefiihrt.

Die Tiere waren in der Versuchstierhaltung des Instituts fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der
Universitit des Saarlandes in Homburg untergebracht und wurden dort fiir die Dauer der Versuche in
Einzelkdfigen in klimatisierten Rdumen unter Einfluss eines 12-stiindigen Tag-/Nachtrhythmus
gehalten. Die Erndhrung erfolgte ad libidum sowohl mit Wasser als auch mit Standarddiétfutter
(Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland). Fiir die Versuche wurden CD-1-Mé&use mit einem Alter
von 16—18 Monaten und einem Kdorpergewicht von 35-45 g verwendet. Das Alter von 16-18 Monaten
wurde dabei orientierend an fritheren Forschungsergebnissen zu altersbedingten Verdnderungen bei CD-

1-Méausen gewéhlt [51].

Fiir den ersten Studienabschnitt, in dem die Auswirkungen von Sildenafil auf die Frakturheilung bei
alten Mausen untersucht werden sollten, wurden 21 Tiere in die Sildenafilgruppe und 21 Tiere in die
Kontrollgruppe aufgenommen (siche Tab. 1). In beiden Gruppen wurden zwei Subgruppen gebildet, um
den Prozess der Frakturheilung sowohl nach 2 Wochen als auch nach 5 Wochen untersuchen zu kénnen.
Zudem wurden préoperativ 5 Versuchstiere aus der Sildenafilgruppe und 5 Versuchstiere aus der
Kontrollgruppe ausgewdhlt, die nach 2 Wochen getdtet und deren Femora ausschlieSlich zum Zweck
der proteinbiochemischen Western-Blot-Analysen des Kallusgewebe genutzt wurden. Bei jeder Maus
wurde eine geschlossene Fraktur mit Hilfe einer Guillotine verursacht, die daraufhin mit einer

intramedulldren Zugschraube osteosynthetisch versorgt wurde.

Allen Tieren wurde postoperativ fiir die Dauer der Versuchszeit jeden Tag mit einer Schlundsonde oral
Losung appliziert. Die Tiere der Sildenafilgruppe erhielten dabei tdglich 5 mg/kg KG Sildenafil
(Viagra®, Pfizer, Deutschland), gelost in 1 ml 0,9% NaCl-Losung) und die Tiere der Kontrollgruppe 1
ml 0,9% NaCl-Losung (B Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).

Nach Ablauf des Versuchszeitraums (je nach Subgruppe nach 2 oder 5 Wochen) wurden die Tiere

getdtet und ihre Femora extrahiert. Darauthin erfolgten rdntgenologische, biomechanische,

mikrocomputertomographische, histologische und immunhistochemische Untersuchungen.
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2 Wochen 5 Wochen Western Blot
Kontrollgruppe n=7 n=9 n=>5
Sildenafilgruppe n=7 n=9 n=>5

Tab. 1: Versuchsprotokoll mit Anzahl der Tiere je Gruppe im Studienabschnitt Sildenafil

Fiir den zweiten Studienabschnitt, in dem die Auswirkungen von Cilostazol auf die Frakturheilung bei
alten Mausen untersucht werden sollten, wurden 21 Tiere in die Cilostazolgruppe und 21 Tiere in die
Kontrollgruppe aufgenommen (siche Tab. 2). In beiden Gruppen wurden zwei Subgruppen gebildet, um
den Prozess der Frakturheilung sowohl nach 2 Wochen als auch nach 5 Wochen untersuchen zu kdnnen.
Zudem wurden préoperativ 4 Versuchstiere aus der Cilostazolgruppe und 4 Versuchstiere aus der
Kontrollgruppe ausgewéhlt, die nach 2 Wochen getdtet und deren Femora ausschlieBlich zum Zweck
der proteinbiochemischen Western-Blot-Analysen des Kallusgewebe genutzt wurden. Bei jeder Maus
wurde eine geschlossene Fraktur mit Hilfe einer Guillotine verursacht, die daraufhin mit einer

intramedullidren Zugschraube osteosynthetisch versorgt wurde.

Allen Tieren wurde postoperativ fiir die Dauer der Versuchszeit jeden Tag mit einer Schlundsonde oral
Losung appliziert. Die Tiere der Cilostazolgruppe erhielten dabei tdglich 30 mg/kg KG Cilostazol
(Pletal®, Otsuka, Wexham, UK) geldst in 1 ml 0,9% NaCl-Lésung) und die Tiere der Kontrollgruppe 1
ml 0,9% NaCl-Losung (B Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Nach Ablauf des
Versuchszeitraums (je nach Subgruppe nach 2 oder 5 Wochen) wurden die Tiere getotet und ihre Femora
extrahiert. Daraufhin erfolgten rontgenologische, biomechanische, mikrocomputertomographische,

histologische und immunhistochemische Untersuchungen.

2 Wochen 5 Wochen Western Blot
Kontrollgruppe n=_8 n=9 n=4
Cilostazolgruppe n=3§ n=9 n=4

Tab. 2: Versuchsprotokoll mit Anzahl der Tiere je Gruppe im Studienabschnitt Cilostazol
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4.2 MouseScrew™

Die fiir die Studie genutzte Zugschraube (MouseScrew '™, RISystem AG, Davos, Schweiz) besteht aus
medizinischem Edelstahl. Die Schraube (siche Abb. 10) hat eine Lénge von 16 mm und einen
Durchmesser von 0,5 mm. Sie besitzt proximal ein Gewinde (Lédnge 4 mm, Durchmesser 0,5 mm) und
distal einen Konus (Lange 0,8 mm, Durchmesser 0,8 mm), der wichtig ist, um Halt in den distalen
Femurkondylen der Mause zu gewéhrleisten. Wird beim Eindrehen der Schraube mithilfe eines dafiir
speziell gefertigten Instruments (RISystem AG) ein bestimmtes Drehmoment erreicht, so bricht diese

an ihrer Sollbruchstelle von der Halterung ab und ist anschlieBend fest verankert.

Abb. 10: MouseScrew™ mit proximalem Gewinde (a), distalem Konus (b) und Halterung (c)

4.3 Chirurgischer Eingriff

Fiir die Studie wurde bei den Versuchstieren eine geschlossene Femurfraktur induziert und mit der
MouseScrew ™ stabilisiert, wie zuvor ausfiihrlich von Holstein et al. beschrieben [49]. Alle Eingriffe
wurden bei aseptischen Bedingungen unter Verwendung eines Operationsmikroskopes durchgefiihrt,
um ein moglichst prézises Arbeiten zu ermdglichen. Vor der Operation wurden eine Narkotisierung der
Tiere korpergewichtsadaptiert mittels i.p. Injektion von 75 mgkg KG Ketamin (Urostamin®,
Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und 15 mg/kg KG Xylazin (Rompun®, Bayer
HealthCare, Leverkusen, Deutschland) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde zum Augenschutz
Dexpanthenolsalbe (Bepanthen® BayerVital GmbH, Leverkusen, Deutschland) auf die Cornea der
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Tiere appliziert. Die zu operierende rechte Extremitit wurde mittels eines elektrischen Rasierers von

Haaren befreit.

Zu Beginn der Operation wurde das Ligamentum patellae aufgesucht, anschlieBend erfolgte ein
Léangsschnitt entlang der medialen Seite der Kniescheibe vom distalen Drittel des Oberschenkels bis
zum proximalen Drittel des Unterschenkels (siehe Abb. 11). Darauthin konnte nach einer Léngsinzision
entlang der medialen Seite der Patellasehne die Kniescheibe nach lateral disloziert werden, um das
Kniegelenk freizulegen. Fiir die Schnitte sowie fiir die weitere Praparation kamen sterile Skalpellklingen
(Carbon Steel Skalpellklingen #11, Aesculap AG & Co. KG, B Braun Melsungen AG, Tuttlingen,
Deutschland) zum Einsatz. Nach Freilegung der Femurkondylen wurde mittels einer Kaniile (Sterican®
0.40 x 40 mm 27G x 1.5, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) ein Loch in den

interkondylidren Zwischenraum gebohrt und damit der Markraum am distalen Femur eréffnet.

Im Anschluss daran wurde ein Fithrungsdraht (Durchmesser 0,20 mm, RISystem AG, Davos, Schweiz)
vom interkondyldren Loch ausgehend in das Femur eingefiihrt, vorgeschoben und nach Durchtritt aus
dem proximalen Femurende mittels einer kleinen Hautinzision ausgeleitet (siche Abb. 12). Daraufhin
wurde, wie zuvor beschrieben [97], mit Hilfe einer Guillotine eine geschlossene Fraktur erzeugt.
AnschlieBend wurde das operierte Femur zur Kontrolle von Fraktur und Drahtlage gerdntgt (siche Abb.

13; Rontgenanlage MX-20, Faxitron X-ray Corporation, Wheeling, Illinois, USA).

Nach Beurteilung des Rontgenbildes wurde die MouseScrew '™ mit dem Fiihrungsdraht verbunden und
unter stdndigem Druck und Drehung durch das Femur hindurch zu dessen proximalem Ende geleitet
(siche Abb. 14), wo sie fest verankert wurde und schlieBlich an ihrer Sollbruchstelle abbrach. Die Lage

der MouseScrew™

im Femur wurde danach durch Anfertigung eines weiteren Rontgenbildes
kontrolliert (siche Abb. 15), die Patella reponiert und die Kniegelenkkapsel mit einer Einzelknopfnaht
(Ethicon ProleneTM 5-0, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) verschlossen
(siche Abb. 16). Zum Schluss erfolgte die Hautnaht mittels Einzelknopfnihten (siche Abb. 17; Ethicon

ProleneTM 5-0).

Zur Analgesiec wurde den Tieren postoperativ korpergewichtsadaptiert Carprofen (5 mg/kg KG
Rimadyl®, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) subkutan in die Nackenfalte injiziert.
AuBerdem wurde ab dem Tag vor der Operation bis vier Tage nach der Operation dem Trinkwasser

Tramadol (1 mg/ml Tramal®, Griinenthal, Aachen, Deutschland) zur Schmerzmedikation beigemischt.

Im Anschluss an die OP bis zum Ende des Versuchszeitraums wurden die Versuchstiere taglich visitiert,
gewogen und der Allgemeinzustand {iberpriift. Hierbei kam das Aufzeichnungsmuster nach §9 Absatz
5 des Tierschutzgesetzes zum FEinsatz. Zudem wurde auf etwaige Anzeichen von Schmerzen,

Entziindungen und Dislokationen des Implantates geachtet und der Wundbereich inspiziert.
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Abb. 11: Sicht auf das Ligamentum patellae Abb. 12: Lage des Fiihrungsdrahtes nach

nach Hautschnitt. MaBstabsleiste: 1cm Einbringen ins Femur. Mafstabsleiste: 1 cm

Abb. 13: Rontgenkontrolle der Fraktur und der Lage Abb. 14: Einbringen der MouseScrew™ iiber den
des Fiihrungsdrahtes. MaBstabsleiste: 0,25 cm Fiihrungsdraht. MaBstabsleiste: 1 cm

Abb. 15: Réntgenkontrolle der MouseScrew™. MaBstabsleiste: 0,25 cm

Abb. 16: Kapselnaht. MaBstabsleiste: 1 cm Abb. 17: Hautnaht. MaBstabsleiste: 1 cm
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4.4 Medikamentenapplikation

Allen Versuchstieren wurde fiir die Dauer der Versuche tdglich mit einer Schlundsonde (o 1,2 mm,
Lange 60 mm, Bohrung Luer- Lock, Spitenolive B, ACUFIRM, Ernst Kratz GmbH, Dreieich,
Deutschland) oral Losung appliziert. Hierflir wurden die Tiere im Nackenbereich festgehalten und die
Schlundsonde vorsichtig durch ihren Mund in die Speiserohre eingefiihrt, wobei dieser Vorgang durch
die natiirlichen Schluckbewegungen der Miuse erleichtert wurde. AnschlieBend konnte die jeweilige
Losung appliziert werden. Fiir den ersten Studienabschnitt erhielten die Tiere der Sildenafilgruppe
taglich 5 mg/kg KG Sildenafil (Viagra®, Pfizer, Deutschland, geldst in 1 ml 0,9% NaCl-Lésung) und
die Tiere der ersten Kontrollgruppe 1 ml 0,9% NaCl-Losung. Fiir den zweiten Studienabschnitt erhielten
die Tiere der Cilostazolgruppe téglich 30 mg/kg KG Cilostazol (Pletal®, Otsuka, Wexham, UK, gelost
in 1 ml 0,9% NaCl-Ldsung) und die Tiere der zweiten Kontrollgruppe 1 ml 0,9% NaCl-Losung.

4.5 Totung der Tiere

Je nach Subgruppenzugehorigkeit wurden die Tiere nach 2 beziehungsweise 5 Wochen Versuchszeit
durch eine Uberdosis Pentobarbital (Nacoren®, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am

Rhein) getotet. Zusétzlich wurde anschlieend ein Genickbruch durchgefiihrt.

4.6 Abschlieffendes Rontgenbild

Nach erfolgter Totung der Tiere durch eine Uberdosis Pentobarbital wurde ein abschlieBendes
Rontgenbild der operierten Femora angefertigt (Rontgenanlage MX-20, Faxitron X-ray Corporation,
Wheeling, Illinois, USA). Anhand dieser Réntgenbilder konnte die Lage der MouseScrew' " mit der
postoperativen Ausgangslage verglichen sowie eine Dislokation ausgeschlossen werden. Zudem

erfolgte eine orientierende Bewertung der Frakturheilung.

4.7 Entnahme und Konservierung der Femora

Nach der Totung der Versuchstiere und dem Anfertigen eines abschlieBenden Rontgenbildes wurden
sowohl das operierte als auch das kontralaterale nicht operierte Femur durch Abldsung von Muskeln
und Béndern freigelegt. Dabei wurde insbesondere darauf geachtet, den Frakturkallus am operierten
Femur zu schonen. Es folgte die Exartikulation der Femora in Kniegelenk und Hiiftgelenk sowie deren

Entnahme. Darauthin konnte verbliebenes Weichteilgewebe unter Vorsicht beseitigt werden. Beim
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operierten Femur wurde im Anschluss noch die MouseScrew'™ entfernt, anschlieBend erfolgten
biomechanische Messungen. Danach wurden die Knochen in mit NaCl 0,9% Losung angefeuchtete

Kompressen verpackt und bei -80 °C eingefroren.

4.8 Biomechanik

Fiir die biomechanischen Testungen wurde eine dafiir geeignete Apparatur (Mini-Zwick Z 2.5, Zwick
GmbH, Ulm, Deutschland) verwendet. Getestet wurden hierbei sowohl die operierten als auch die
kontralateralen nicht-operierten Femora im Sinne einer 3-Punkt-Biegetestung [40,97]. Hierbei wurde
darauf geachtet, die Knochen nicht zu beschidigen, sodass diese anschlieBend den
mikrocomputertomographischen, histologischen und immunhistochemischen Analysen zugefiihrt
werden konnten. Bei allen Knochen wurden vor den Messungen verbliebenes Weichteilgewebe entfernt,
bei den operierten Femora wurde zusétzlich noch das Implantat entfernt. Alle Knochen wurden fiir die
Messungen mit der ventralen Seite nach unten weisend auf die Auflagestempel gelegt. Der Abstand
zwischen den beiden Auflagestempeln betrug dabei 6 mm. Die Geschwindigkeit der Messung betrug
iiber den gesamten Messverlauf 1 mm pro Minute. Aus den hierbei erhobenen Werten wurde ein Kraft-
Weg-Diagramm erstellt. Der lineare Anteil des Kraft-Weg-Diagramms wurde zur Bestimmung der
Biegesteifigkeit [N/mm] verwendet, zusitzlich wurde die Biegesteifigkeit der operierten Femora

prozentual zur Biegesteifigkeit der kontralateralen nicht frakturierten Femora berechnet.

4.9 nCT

Die Femora wurden mit einem Mikrocomputertomographiegerdt (Skyscan 1176, Bruker, Billerica,
USA) gescannt. Die Scans wurden mit einer rdumlichen Auflésung von 9 um unter standardisierten
Bedingungen durchgefiihrt (Rohrenspannung: 50 kV; Stromstirke: 200 pA; Intervalle: 0,4°;
Belichtungszeit: 3500 ms; Filter: 0,5 mm Aluminium).

Die erzeugten Bilder wurden in dreidimensionalen Arrays gespeichert und unter Verwendung eines
geeigneten Programmes zur Bildbearbeitung (DataViewer, Bruker, Billerica, USA) zum Zweck der
Auswertung aufbereitet. Hierbei wurde ein Volume of Interest (VOI) definiert, dessen Bereich jeweils
dem gesamten gescannten Femur entsprach. Um die Grauwerte als Mineralgehalt
(Knochenmineraldichte) auszudriicken, wurden Kalziumhydroxylapatit (CaHA)-Phantomstdbchen mit

bekannten Knochenmineraldichtewerten (0,250 g und 0,750 g CaHA/cm®) zur Kalibrierung verwendet.
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Im Bereich des Volume of Interest (VOI) wurde anschlieBend die Region of Interest (ROI), die im Laufe
der Frakturheilung neu gebildetem Kallusgewebe entsprach, manuell unter Ausschluss des
urspriinglichen kortikalen Knochens eingezeichnet. Die Schwellenwerte zur Unterscheidung zwischen
stark und schwach mineralisiertem Knochen basieren auf der visuellen Inspektion der Bilder, dem
qualitativen Vergleich mit histologischen Schnitten und vorherigen Studien zur Untersuchung von
Knochenheilung und Kallusgewebe mittels nCT [12,93]. Eine Knochenmineraldichte von mehr als
0,642 g/cm’, die zu Grauwerten von 98-255 fiihrt, wurde als hoch mineralisierter Knochen eingestuft.
Bei schlecht mineralisiertem Knochen wurde ein Knochenmineraldichtewert zwischen 0,410 und 0,642

g/cm’ angenommen, was Grauwerten von 68-97 entsprach.

Die folgenden Parameter wurden aus der Kallus-ROI fiir jeden Knochen berechnet: Gesamtvolumen,
Knochenvolumen, Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen, niedrig mineralisiertes
Knochenvolumen, hoch mineralisiertes Knochenvolumen, Knochenoberflichendichte, Trabekeldicke,

Trabekelabstand, sowie Trabekelanzahl.

4.10 Histologie und Histomorphometrie

Nach der biomechanischen Priifung und erfolgter uCT-Analyse wurden die Knochen 24 Stunden lang
in Paraformaldehyd fixiert. Darauthin wurden die Proben fiir weitere 24 Stunden bei einer Temperatur
von 4°C in eine 30-prozentige Saccharoselosung eingelegt und anschlieBend bei -80 °C eingefroren. Fiir
die Analysen wurden Langsschnitte durch die Femurachse mit einer Dicke von 4 um unter Verwendung
eines Kryostats (Leica CM3050 S, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) nach
der Kawamotos-Film-Methode angefertigt [59]. Die Schnitte wurden anschlieBend auf Objekttrager
aufgebracht und gefarbt. Um die Schnitte mit Safranin-O einzufdrben, wurden diese zunéchst fiir eine
Minute in Eisenhdmatoxylin nach Weigert eingelegt und daraufhin einer Spiilung mit destilliertem
Wasser unterzogen. AnschlieBend wurden sie mit Salzsdure-Alkohol behandelt und fiir 5 Minuten
gebldut. Nach einer weiteren Spiilung erfolgte das Auftragen von 0,02%igem Fast Green fiir 4 Minuten,
daraufhin wurden die Schnitte mit 1%iger Essigséure gespiilt und in 0,1%igem Safranin-O fiir 5 Minuten
eingelegt. Zum Schluss erfolgte eine Entwésserung der Schnitte durch 100%igen Ethanol sowie das

Auftragen von Xylol.

Bei den auf diese Weise mit Safranin-O gefarbten Schnitten wurden am Mikroskop (Olympus BX60
Mikroskop, Olympus, Shinjuku, Japan; Zeiss Axio Cam und Axio Vision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) bei einer VergroBerung von 12,5% die Strukturindizes nach den Empfehlungen von
Gerstenfeld et al. [31] berechnet. Als histomorphometrische Parameter wurden jeweils die

Gesamtkallusfliche (mm?), die Knochenkallusfliche (mm?), die Knorpelkallusfliche (mm®) und die
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fibrose Kallusfliche (mm®) bestimmt. Die Gesamtkallusfliche wurde als das gesamte knocherne,
knorpelige und fibrose Kallusgewebe definiert. Vorbestehender kortikaler Knochen der proximalen und

distalen Fragmente wurde von dieser Wertung ausgeschlossen.

Um den Remodelingprozess zu analysieren, wurde auflerdem der Durchmesser des Kallusgewebes im
Verhéltnis zum Durchmesser des Femurknochens am Frakturspalt bestimmt. Jeder Bereich wurde
markiert und mit dem Analysesystem ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)
ausgemessen. Auflerdem konnte aus den so erhobenen Werten jeweils noch der prozentuale Anteil der

knochernen, knorpeligen und fibrésen Kallusfliche an der gesamten Kallusfldche ermittelt werden.

Zusétzlich wurde die Aktivitit von tartratresistenter saurer Phosphatase (TRAP) im Kallusgewebe
jeweils 2 und 5 Wochen nach der Operation sichtbar gemacht, um Osteoklasten nachzuweisen. Zu
diesem Zweck wurden Langsschnitte von 4 um Dicke durch die Femurachse in einer Mischung aus 5
mg Naphthol AS-MX-Phosphat und 11 mg Fast-Red-TR-Salz in 10 ml 0,2 M Natriumacetatpuffer (pH
5,0) fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Schnitte wurden anschlieBend mit Methylgriin gegengefarbt
und mit Glycerin-Gelatine abgedeckt.

TRAP-positive Zellen wurden im Kallusgewebe mit einer 400-fachen Vergroferung in standardisierter
Weise gezéhlt. Hierzu wurden pro Kallus bei den 2 Wochen nach Fraktur gewonnenen Femora 11 High
Power Fields (HPF) und bei den nach 5 Wochen gewonnenen Femora aufgrund der geringeren
KallusgroBBe 7 HPFs ausgewertet. Die HPFs wurden zu diesem Zweck nach einem standardisierten

Schema festgelegt (siche Abb. 18) und die Werte als TRAP-positive Zellen pro HPF angegeben.

2 Wochen 5 Wochen

Kortikaler Knochen Kortikaler Knochen

\ / =
High Power Field (HPF) Kallusgewebe  High Power Field (HPF) Kallusgewebe

Abb. 18: Standardisiertes Schema zum Mikroskopieren der Kalli nach 2 Wochen mit 11 High Power Fields sowie
nach 5 Wochen mit 7 High Power Fields

Des Weiteren wurde ein Punktesystem (Histo-Score) zur Beurteilung der Qualitdt der
Frakturiiberbriickung verwendet [28,86]. Hierbei wurden jeweils beide Kortizes analysiert und dabei

jeweils zwei Punkte fiir knocherne Uberbriickung, ein Punkt fiir knorpelige Uberbriickung oder null
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Punkte fiir Uberbriickung mit fibrosem Gewebe vergeben. Bei Anwendung dieses Punktesystems ergibt
sich ein Maximum von 4 Punkten fiir jede Probe, diese Punktzahl weist auf eine vollstandige knocherne
Frakturiiberbriickung hin. Bereiche ohne sichtbares Gewebe innerhalb des Kallus wurden dabei von der

Analyse ausgeschlossen.

4.11 Immunhistochemie

Zur Analyse der zelluldren Zusammensetzung des Kallusgewebe wurden Léngsschnitte mit einer Dicke
von 4 pum angefertigt und anschlieBend verschiedenen Antikorperfirbungen zugefiihrt. Zu diesem
Zweck wurden die Léngsschnitte zunéchst iiber eine Dauer von einer Minute in 100%igen Ethanol
eingetaucht und darauthin einer Spiilung mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS) unterzogen.
Im Anschluss daran wurde die Permeabilisierung in PBS mit 0,2%igem Triton-X (PBST) durchgefiihrt.

Fiir den immunhistochemischen Nachweis von Mikrogefalen wurden die Schnitte mit einem
monoklonalen Ratten-Anti-Maus-Antikorper gegen den Endothelzellmarker CD31 (1:100; Abcam,
Cambridge, UK) tiber Nacht in PBST mit 5 %igem Ziegenserum geférbt. AnschlieBend wurden die
Schnitte erneut in PBS gewaschen und darauthin mit einem Ziegen-Anti-Ratten-IgG-Alexa555-
Antikorper als sekunddrem Antikorper (1:100; Life Technology, Eugene, OR, USA) in PBS fiir eine
Stunde gefirbt. Die Férbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342 (2 pg/mL; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland).

Um den neutrophilen Granulozytenmarker Myeloperoxidase (MPO) sowie den Makrophagenmarker
CD68 nachzuweisen, wurden die Schnitte mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper
gegen MPO (1:100; Abcam) und einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper gegen CD68
(1:100; Abcam) geférbt. Als Sekundérantikdrper wurde hierbei ein Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-
Antikorper (1:100; Dianova, Hamburg, Deutschland) verwendet.

In den Proben wurde die Anzahl der CD31-positiven Mikrogefa3e sowie der MPO- und CD68-positiven
Zellen unter Nutzung eines Mikroskops (Olympus BX60 Mikroskop, Olympus, Shinjuku, Japan; Zeiss
Axio Cam und Axio Vision 3.1, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) in 400-facher VergroBerung
ermittelt und jeweils pro HPF angegeben. Um dies zu ermdglichen, wurden pro Kallus bei den nach 2
Wochen extrahierten Femora 11 HPFs und bei den nach 5 Wochen extrahierten Femora aufgrund der
geringeren KallusgroBle 7 HPFs nach standardisierter Weise festgelegt. Anschlieend wurden Bilder
von diesen digitalisiert, bevor die GefdBe beziehungsweise Zellen gezdhlt werden konnten. Diese
Zdhlungen erfolgten unter Nutzung des Analysesystem ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA).
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4.12 Western Blot

Mit dem Ziel, die Proteinexpression im Kallusgewebe quantitativ zu bestimmen, wurden Western-Blot-
Analysen durchgefiihrt. In der Sildenafilgruppe wurde die Expression von CYR61, VEGF, HO-1, des
Rezeptors fiir die Aktivierung des Nuklearfaktor-Kappa-B-Liganden (RANKL), Osteoprotegerin (OPG)
sowie von Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) bestimmt. In der Cilostazolgruppe erfolgte
die Bestimmung der Expression von CYR61, BMP-2, BMP-4, CD31, Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
und runt-related transcription factor 2 (RUNX2).

Die Proben fiir die Western-Blot-Analysen wurden nach einer Versuchsdauer von 2 Wochen nach
Operation aus dem Kallusgewebe der Versuchstiere entnommen. Hierbei wurde das Kallusgewebe
jeweils mit einer Skalpellklinge abgetragen und in ein Behéltnis mit Lysepuffer (10 mM Tris, pH 7,5,
10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5 % Triton-X 100, 0,02 % NaN3, 0,2 mM PMSF) iiberfiihrt. Als

Niéchstes konnten die Proben in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und danach bis zu den Analysen bei -
80 °C eingelagert werden. Um die Proteine zu extrahieren, wurde zunéchst eine Homogenisierung unter

Verwendung des beschriebenen Lysepuffers sowie einer NaN3 Proteaseninhibitor-Losung (1:75, v/v;

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) durchgefiihrt. Daraufhin wurden die Proben
fiir eine halbe Stunde auf Eis inkubiert und fiir eine weitere halbe Stunde zentrifugiert (16000 x g). Zu
diesem Zweck wurden die extrahierten Proteine in einem Natriumdodecylsulfatpolyacrylamidgel durch
Elektrophorese separiert und danach auf eine Polyvinylendifluoridmembran (BioRad, Miinchen,

Deutschland) iibertragen.

AnschlieBend konnte die Inkubation mit den folgenden monoklonalen Primirantikérpern erfolgen:
Schaf-Anti-Maus-CYR61 (1:300, R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland), Ziege Anti-Maus BMP-2
und BMP-4 (1:300, R&D Systems), Kaninchen Anti-Maus CD31 (1:300, Cell Signaling Technology,
Danvers, USA), Maus Anti-Maus PI3K (1:100, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland)
und Kaninchen Anti-Maus RUNX2 (1:300, Abcam), Kaninchen-Anti-Maus-VEGF (1:300, Abcam),
Kaninchen-Anti-Maus-HO-1 (1:30, Enzo Life Sciences by Biomol GmbH), Kaninchen-Anti-Maus Nrf2
(1:50, Cell Signaling Technology), Kaninchen-Anti-Maus-RANKL (1:300, Abcam), Ratte-Anti-Maus-
OPG (1:300, R&D Systems), Maus-Anti-Maus-B-Aktin (1:1000, Santa Cruz Biotechnology).

An die Inkubation mit den Primérantikdrpern schloss sich die Behandlung mit korrespondierenden
Meerettichperoxidase-konjugierten Sekundérantikdrpern (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) an. Die
Expression der Proteine wurde unter Verwendung eines Chemilumineszens (ECL, GE Healthcare,
Freiburg, Deutschland) nach Exposition der Membran durch das Chemocam-Imager-System (Intas
Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland) sichtbar gemacht und zur

Gewihrleistung der Quantifizierbarkeit gegen B-Aktin (1:1000 Santa Cruz Biotechnology) normalisiert.
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Zur Quantifizierung der Proteinexpression kam die Software Lablmage 1D (Version 4.1, Kapelan Bio-
Imaging GmbH, Leipzig, Deutschland) zur Anwendung. Die Software ermoglichte hierbei die
automatische Erkennung der Position von Western-Blot-Banden und die Quantifizierung der

Pixelintensitit.

4.13 Statistische Analyse

Zur statistischen Datenanalyse wurde das Programm SigmaPlot 13.0 (Jandel Corporation, San Rafael,
USA) verwendet. Die Angabe der Werte in dieser Arbeit erfolgt als Mittelwerte (MW) + Standardfehler
(SEM). Die Daten wurden mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung und mithilfe
des F-Tests auf Varianzengleichheit iiberpriift. Anschlielend erfolgten Vergleiche der Gruppen mit dem
ungepaarten Student's t-Test. Bei nichtparametrischen Werten kam es zur Anwendung des Mann-

Whitney-U-Tests. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt.
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5 Ergebnisse Sildenafil
5.1 Ergebnisse Rontgen

Zwei Wochen nach der Fraktur fanden sich in den angefertigten Rontgenbildern deutliche Anzeichen
einer Kallusbildung sowohl bei den Kontrolltieren (Abb. 19 a) als auch bei den Méusen, die Sildenafil
erhalten hatten (Abb. 19 c).

Nach 5 Wochen zeigten die Femora in beiden Gruppen eine vollstindige kndcherne Uberbriickung
(Abb. 19 b, d). Dabei zeigte sich der Kallus in den mit Sildenafil behandelten Tieren vergleichsweise

grofler als in der Kontrollgruppe.

2 Wochen 5 Wochen

Kontrolle

sildenafil —= [ sildenafil

Abb. 19: Reprisentative Rontgenbilder der mit MouseScrew™ stabilisierten Femora der Kontrollgruppe (a, b)
und Sildenafilgruppe (c, d) 2 (a, ¢) und 5 Wochen (b, d) nach der Fraktur. MalBstabsleisten: 2 mm
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5.2 Ergebnisse Biomechanik

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 20 a) erreichten die Femora der mit Sildenafil behandelten Tiere
eine im Vergleich zur Kontrollgruppe leicht hohere Biegesteifigkeit, die Differenz allerdings war nicht
signifikant. Auch 5 Wochen nach der Fraktur (Abb. 20 b) war kein signifikanter Unterschied zwischen

der Sildenafilgruppe und der Kontrollgruppe feststellbar.
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Abb. 20: Biegesteifigkeiten (N/mm) der frakturierten Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit
Sildenafil behandelten Tiere (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben.

Die Biegesteifigkeiten der nicht frakturierten kontralateralen Femora zeigten weder nach 2 Wochen

(Abb. 21 a) noch nach 5 Wochen (Abb. 21 b) einen signifikanten Unterschied zwischen den

Versuchsgruppen.
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Abb. 21: Biegesteifigkeiten (N/mm) der nicht frakturierten kontralateralen Femora der Kontrolltiere (weifle
Balken) und der mit Sildenafil behandelten Tiere (schwarze Balken) nach 2 (a) und 5 (b) Wochen Versuchszeit.
Die Werte sind als Mittelwert = SEM angegeben.
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Bei der Messung der Biegesteifigkeiten der frakturierten Femora in Relation zu den nicht frakturierten
kontralateralen Femora zeigten sich weder nach 2 Wochen (Abb. 22 a) noch nach 5 Wochen (Abb. 22
b) signifikante Unterschiede.
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Abb. 22: Relative Biegesteifigkeiten (%) der frakturierten Femora in Relation zu den nicht frakturierten
kontralateralen Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil behandelten Méuse (schwarze

Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.

5.3 Ergebnisse pCT

In der pCT-Bildgebung zeigten sich deutliche Anzeichen fiir endochondrale Knochenheilung mit
Kallusbildung 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 23 a, c) sowie kndcherner Uberbriickung 5 Wochen
nach der Fraktur (Abb. 23 b, d) sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Sildenafilgruppe.

2 Wochen 5 Wochen

Sildenafil : Sildenafil

Abb. 23: Reprisentative pCT-Bilder der frakturierten Femora der Kontrolltiere (a,b) und der mit Sildenafil

behandelten Méuse (c,d) 2 (a,¢) und 5 Wochen (b,d) nach der Fraktur. MaBstabsleisten: 1,5 mm
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Die Analyse des Kallusvolumen zeigte weder 2 (Abb. 24 a) noch 5 (Abb. 24 b) Wochen nach der Fraktur

signifikante Unterschiede zwischen der Sildenafilgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 24: Kallusvolumen (mm?3) der Kontrolltiere (weiBe Balken) und der mit Sildenafil behandelten Méuse
(schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Das gesamte Knochenvolumen wies 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 25 a) keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Sildenafilgruppe und der Kontrollgruppe auf. Im Gegensatz dazu stellte sich
bei der Analyse 5 Wochen nach der Fraktur (Abb. 25 b) heraus, dass das gesamte Knochenvolumen in
der Sildenafilgruppe signifikant grofler war als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 25: Gesamtes Knochenvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weifle Balken) und der mit Sildenafil behandelten
Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM
angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Das niedrig mineralisierte Knochenvolumen zeigte 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 26 a) keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Demgegeniiber lie3 sich 5 Wochen nach der
Fraktur (Abb. 26 b) in der Sildenafilgruppe ein im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhohtes

niedrig mineralisiertes Knochenvolumen feststellen.
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Abb. 26: Niedrig mineralisiertes Knochenvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weiBe Balken) und der mit Sildenafil
behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert &
SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Bei der Analyse des hoch mineralisierten Knochenvolumen war 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 27
a) kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Sildenafil behandelten Tieren und der
Kontrollgruppe feststellbar. Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 27 b) zeigte sich das hoch

mineralisierte Knochenvolumen in der Sildenafilgruppe signifikant groBer als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 27: Hoch mineralisiertes Knochenvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weiBe Balken) und der mit Sildenafil
behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert =
SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Der Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen des Kallus zeigte 2 Wochen nach der Fraktur
(Abb. 28 a) im Vergleich der Sildenafilgruppe mit der Kontrollgruppe keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 28 b) dagegen war der Anteil des Knochenvolumens

am Gesamtvolumen des Kallus in der Sildenafilgruppe signifikant groBer als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 28: Anteil des Knochenvolumen am Gesamtvolumen des Kallus (%) der Kontrolltiere (weile Balken) und

der mit Sildenafil behandelten Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind
als Mittelwert + SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Bei der Analyse der Knochenoberfldchendichte war weder nach 2 Wochen (Abb. 29 a) noch nach 5
Wochen (Abb. 29 b) ein signifikanter Unterschied zwischen der Sildenafilgruppe und der

Kontrollgruppe erkennbar.
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Abb. 29: Knochenoberflichendichte (1/mm) der Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil

behandelten Miuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben.
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Die Werte der Trabekeldicke unterschieden sich 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 30 a) nicht signifikant
zwischen den beiden Versuchsgruppen. Im Gegensatz dazu war die Trabekeldicke 5 Wochen nach der

Fraktur (Abb. 30 b) in der Sildenafilgruppe signifikant groBer als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 30: Trabekeldicke (mm) der Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil behandelten
Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM
angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 31 a) war bei der Untersuchung des Trabekelabstands kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen feststellbar. Fiinf Wochen nach der

Fraktur (Abb. 31 b) hingegen war der Trabekelabstand in der Sildenafilgruppe signifikant kleiner als in

der Kontrollgruppe.
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Abb. 31: Trabekelabstand (mm) der Femora der Kontrolltiere (weifle Balken) und der mit Sildenafil behandelten
Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Bei der Analyse der Trabekelanzahl lief sich weder nach 2 Wochen (Abb. 32 a) noch nach 5 Wochen
(Abb. 32 b) ein signifikanter Unterschied zwischen Sildenafilgruppe und Kontrollgruppe feststellen.
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Abb. 32: Trabekelanzahl (1/mm) der Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil behandelten
Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM

angegeben.

5.4 Ergebnisse Histologie und Histomorphometrie

In der Safranin-O-Farbung zeigte sich bei der Analyse der Gesamtkallusflache sowohl 2 Wochen (Abb.
33 a) als auch 5 Wochen (Abb. 33 b) nach der Fraktur kein signifikanter Unterschied zwischen der
Sildenafilgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 33: Kallusfliche (mm?) der Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil behandelten
Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM

angegeben.
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Nach 2 Wochen (Abb. 34 a, b) zeigten die histologischen Analysen Zeichen enchondraler Kallusbildung
sowie nach 5 Wochen (Abb. 34 c, d) vollstindige kndcherne Uberbriickung in beiden Gruppen.
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Abb. 34: Reprisentative Bilder von mit Safranin-O geférbten Schnitten der Femora der Mause der Kontrollgruppe

(a, ¢) und der Sildenafilgruppe (b, d) 2 (a, b) und 5 Wochen (c, d) nach der Fraktur. MaBstabsleisten = 1 mm
kKa = knorpeliger Kallus, fKa = fibroser Kallus, GKn = Geflechtknochen, kKn = kortikaler Knochen

Die Analyse der Relation Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser erbrachte 2 Wochen nach der Fraktur
(Abb. 35 a) keinen signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Fiinf Wochen nach der
Fraktur (Abb. 35 b) war der Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser in der Sildenafilgruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant grofBer.
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Abb. 35: Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil
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behandelten Miduse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 36 a) bestand der Kallus in der Kontrollgruppe zu 33,7 % aus
Knochengewebe, zu 23,1 % aus Knorpelgewebe und zu 43,2 % aus fibrosem Gewebe. Der Kallus in der
Sildenafilgruppe setzte sich zu 34,3 % aus Knochengewebe, zu 38,4 % aus Knorpelgewebe und zu 27,3
% aus fibrosem Gewebe zusammen. Signifikante Unterschiede lieBen sich nicht feststellen, auch wenn
der Kallus in der Sildenafilgruppe im Vergleich einen hoéheren Knorpelanteil und einen geringeren

Anteil an fibrosem Gewebe aufwies.

Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 36 b) bestand der Kallus in der Kontrollgruppe zu 90,8 % aus
Knochengewebe, zu 0,6 % aus Knorpelgewebe und zu 8,6 % aus fibrosem Gewebe. Vergleichbar setzte
sich der Kallus in der Sildenafilgruppe zu 90,2 % aus Knochengewebe, zu 0,7 % aus Knorpelgewebe
und zu 9,1 % aus fibrosem Gewebe zusammen. Signifikante Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen lieen sich hier ebenfalls nicht feststellen.
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Abb. 36: Zusammensetzung des Kallus (%) der Kontrolltiere und der mit Sildenafil behandelten Méuse 2 (a) und
5 (b) Wochen nach der Fraktur aus Knochen, Knorpel und fibrosem Gewebe.
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Die Auswertung der Frakturiiberbriickung bei den mit Sildenafil behandelten Tieren sowie den
Kontrolltieren ergab weder nach 2 Wochen (Abb. 37 a) noch nach 5 Wochen (Abb. 37 b) signifikant

unterschiedliche Werte beim Histo-Score.
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Abb. 37: Histo-Score der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil behandelten Méause (schwarze

Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 38 a) fand sich in der Sildenafilgruppe eine signifikant geringere
Anzahl TRAP-positiver Osteoklasten / HPF im Vergleich zur Kontrollgruppe (sieche auch Abb. 39 a,b).
Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 38 b) konnte kein signifikanter Unterschied bei der Anzahl der
TRAP-positiven Osteoklasten / HPF festgestellt werden (siche auch Abb. 39 ¢,d).
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Abb. 38: TRAP-positive Osteoklasten / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit
Sildenafil behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 39: Représentative histologische Bilder von TRAP-positiven Osteoklasten im Kallusgewebe von mit
Sildenafil behandelten Tieren (b, d) und Kontrolltieren (a, ¢c) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach der

Fraktur. Die TRAP-positiven Osteoklasten sind jeweils durch Pfeilspitzen markiert. MaBstabsleisten: 50 pm

5.5 Ergebnisse Immunhistochemie

Ein signifikanter Unterschied bei der Anzahl der CD31-positiven Blutgefdfie / HPF war weder nach 2
Wochen (Abb. 40 a) noch nach 5 Wochen (Abb. 40 b) feststellbar (siche auch Abb. 41 a-d).
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Abb. 40: CD31-positive Blutgefda3e / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere und der mit Sildenafil behandelten
Maiuse 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Abb. 41: Représentative immunhistochemische Bilder von CD-31-positiven Mikrogefif3en im Kallusgewebe der
Kontrolltiere (a, ¢) und der mit Sildenafil behandelten Méause (b, d) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach
der Fraktur. Die Mikrogefaf3e sind jeweils durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Maf3stabsleisten: 50 um

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Sildenafilgruppe und der Kontrollgruppe bei der Anzahl der
MPO-positiven Granulozyten / HPF war weder 2 Wochen (Abb. 42 a) noch 5 Wochen nach der Fraktur
(Abb. 42 b) feststellbar (siehe auch Abb. 43 a-d).
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Abb. 42: MPO-positive Granulozyten / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit
Sildenafil behandelten Méuse 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM

angegeben.
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Abb. 43: Représentative immunhistochemische Bilder MPO-positiver Granulozyten im Kallusgewebe von mit
Sildenafil behandelten Tieren (b, d) und Kontrolltieren (a, ¢c) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach der
Fraktur. Die MPO-positiven Granulozyten sind jeweils durch Pfeilspitzen markiert. MaB3stabsleisten: 50 pum

Bei der Analyse der CD68-positiven Zellen / HPF waren weder nach 2 (Abb. 44 a) noch nach 5 Wochen
(Abb. 44 b) signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu erkennen (sieche auch Abb. 45)
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Abb. 44: CD68-positive Zellen / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Sildenafil
behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben.
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Abb. 45: Reprasentative immunhistochemische Bilder CD68-positiver Zellen im Kallusgewebe von mit Sildenafil
behandelten Tieren (b, d) und Kontrolltieren (a, ¢) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach der Fraktur. Die
CD68-positiven Zellen sind jeweils durch Pfeilspitzen markiert. MaB3stabsleisten: 50 pm

5.6 Ergebnisse Western Blot

Bei der Untersuchung des Proteins OPG (Abb. 46, Abb. 47 a) zeigte sich in der Sildenafilgruppe eine
signifikant stirkere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei der Analyse der Expression des

Proteins RANKL (Abb. 46, Abb. 47 b) fand sich kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 46: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von OPG und RANKL im Kallusgewebe der Kontrolltiere
und der mit Sildenafil behandelten Mause 2 Wochen nach der Fraktur.
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Abb. 47: Quantitative Analyse der Expression von OPG (a) und RANKL (b) im Kallusgewebe der Kontrolltiere
(weile Balken) und der mit Sildenafil behandelten Mause (schwarze Balken) 2 Wochen nach der Fraktur. Die
Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Bei der Analyse der Expression von VEGF (Abb. 48, Abb. 49 a) zeigte die Sildenafilgruppe eine hohere
Pixelintensitit im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant. Bei der Expression von CYR61 (Abb. 48, Abb. 49 a) ergab sich ebenfalls kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Sildenafilgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 48: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von VEGF und CYR61 im Kallusgewebe der Kontrolltiere
und der mit Sildenafil behandelten Mause 2 Wochen nach der Fraktur.
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Abb. 49: Quantitative Analyse der Expression von VEGF (a) und CYRG61 (b) im Kallusgewebe der Kontrolltiere
(weiBle Balken) und der mit Sildenafil behandelten Mause (schwarze Balken) 2 Wochen nach der Fraktur. Die
Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.

Das Protein Nrf2 zeigte bei der Analyse nach 2 Wochen in der Sildenafilgruppe eine signifikant
geringere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 50, Abb. 51 a). Bei der Expression von
HO-1 war kein signifikanter Unterschied zwischen Sildenafilgruppe und Kontrollgruppe erkennbar
(Abb. 50, Abb. 51 b).
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Abb. 50: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von Nrf2 und HO-1 im Kallusgewebe der Kontrolltiere und
der mit Sildenafil behandelten Méuse 2 Wochen nach der Fraktur.
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Abb. 51: Quantitative Analyse der Expression von Nrf2 (a) und HO-1 (b) im Kallusgewebe der Kontrolltiere

(weille Balken) und der mit Sildenafil behandelten Mause (schwarze Balken) 2 Wochen nach der Fraktur. Die

Werte sind als Mittelwert £ SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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6 Ergebnisse Cilostazol

6.1 Ergebnisse Rontgen

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 52 a, c) zeigten sich deutliche Anzeichen einer Kallusbildung bei
den mit Cilostazol behandelten Tieren und den Kontrolltieren. Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 52

b, d) zeigten die Femora beider Gruppen eine vollstindige kndcherne Uberbriickung.

2 Wochen 5 Wochen

Abb. 52: Représentative Rontgenbilder der frakturierten Femora der mit Cilostazol behandelten Méusen (c, d) und

der Méuse der Kontrollgruppe (a, b) nach 2 (a, ¢) und 5 Wochen (b, d). MaBstabsleisten: 2 mm

6.2 Ergebnisse Biomechanik

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 53 a) erreichten die Femora der mit Cilostazol behandelten Tiere
eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hohere Biegesteifigkeit. Fiinf Wochen nach der

Fraktur (Abb. 53 b) zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen.
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Abb. 53: Biegesteifigkeiten (N/mm) der Kontrollen (weile Balken) und der mit Cilostazol behandelten Tiere
(schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur in. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
*p <0,05 vs. Kontrolle
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Die kontralateralen nicht frakturierten Femora zeigten im Vergleich der Cilostazolgruppe mit der
Kontrollgruppe weder nach 2 (Abb. 54 a) noch nach 5 Wochen (Abb. 54 b) signifikante Unterschiede

bei der gemessenen Biegesteifigkeit.
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Abb. 54: Biegesteifigkeiten (N/mm) der nicht frakturierten kontralateralen Femora der Kontrolltiere (weifle
Balken) und der mit Cilostazol behandelten Tiere (schwarze Balken) nach 2 (a) und 5 (b) Wochen Versuchszeit.
Die Werte sind als Mittelwert = SEM angegeben.

In Relation zu den nicht frakturierten kontralateralen Femora zeigten die frakturierten Femora zwei
Wochen nach der Fraktur (Abb. 55 a) in der Cilostazolgruppe signifikant hohere Werte bei den
gemessenen Biegesteifigkeiten als in der Kontrollgruppe. Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 55 b)

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen.
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Abb. 55: Relative Biegesteifigkeiten der frakturierten Femora in Relation zu den nicht frakturierten kontralateralen
Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Cilostazol behandelten Miuse (schwarze Balken) 2 (a) und

5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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6.3 Ergebnisse pCT

In Ubereinstimmung mit den Réntgenbildern zeigte die pCT-Bildgebung deutliche Anzeichen fiir
enchondrale Knochenheilung mit Kallusbildung 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 56 a, b) sowie
kndcherner Uberbriickung 5 Wochen nach der Fraktur (Abb. 56 ¢, d) in beiden Gruppen.

Kontrolle

Kontrolle

Abb. 56: Représentative pCT-Bilder der Femora der Kontrolltiere (a, ¢) und der mit Cilostazol behandelten Miuse
(b, d) 2 (a, b) und 5 Wochen (c, d) nach der Fraktur. MaBstabsleisten = 1,5 mm
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Das Kallusvolumen zeigte sich 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 57 a) in der Cilostazolgruppe
signifikant grofer als in der Kontrollgruppe. Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 57 b) ergab sich

ebenfalls ein signifikant groBeres Kallusvolumen in der Cilostazolgruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe.
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Abb. 57: Kallusvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weiBe Balken) und der mit Cilostazol behandelten Méuse

(schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
* p < 0,05 vs. Kontrolle

Bei der Analyse des gesamten Knochenvolumen zeigte sich 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 58 a)
kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Cilostazolgruppe. Fiinf Wochen
nach der Fraktur (Abb. 58 b) war das gesamte Knochenvolumen in der Cilostazolgruppe signifikant

grofBler als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 58: Gesamtes Knochenvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Cilostazol behandelten
Miuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM

angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

62



Das niedrig mineralisierte Knochenvolumen zeigte 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 59 a) keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Cilostazolgruppe und der Kontrollgruppe. Fiinf Wochen nach
der Fraktur (Abb. 59 b) fand sich in der Cilostazolgruppe ein signifikant groBeres niedrig mineralisiertes

Knochenvolumen als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 59: Niedrig mineralisiertes Knochenvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Cilostazol
behandelten Miuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Das hoch mineralisierte Knochenvolumen zeigte 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 60 a) keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen. Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb.

60 b) war das hoch mineralisierte Knochenvolumen in der Cilostazolgruppe signifikant grof3er als in der

Kontrollgruppe.
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Abb. 60: Hoch mineralisiertes Knochenvolumen (mm?) der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Cilostazol
behandelten Miuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Ein signifikanter Unterschied zwischen der Cilostazolgruppe und der Kontrollgruppe beim Anteil des
Knochenvolumens am Gesamtvolumen des Kallus 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 61 a) konnte nicht
festgestellt werden. Demgegentiiber war der Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen des
Kallus 5 Wochen nach der Fraktur (Abb. 61 b) in der Cilostazolgruppe signifikant grofler als in der
Kontrollgruppe.
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Abb. 61: Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen des Kallus (%) der Kontrolltiere (weille Balken) und
der mit Cilostazol behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind
als Mittelwert + SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Bei der Analyse der Knochenoberfldchendichte zeigte sich weder 2 (Abb. 62 a) noch 5 Wochen (Abb.

62 b) nach der Fraktur ein signifikanter Unterschied zwischen Cilostazolgruppe und Kontrollgruppe.
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Abb. 62: Knochenoberflachendichte (1/mm) der Femora der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Cilostazol
behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert =
SEM angegeben.
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Bei der Analyse der Trabekeldicke zeigten sich weder 2 Wochen (Abb. 63 a) noch 5 Wochen (Abb. 63
b) nach der Fraktur signifikante Unterschiede zwischen der Cilostazolgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 63: Trabekeldicke (mm) der Femora der Kontrolltiere (weifle Balken) und der mit Cilostazol behandelten
Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert £+ SEM

angegeben.

Bei der Analyse des Trabekelabstandes 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 64 a) war kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen feststellbar. Fiinf Wochen nach der

Fraktur (Abb. 64 b) war der Trabekelabstand in der Cilostazolgruppe signifikant geringer als in der

Kontrollgruppe.
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AbDb. 64: Trabekelabstand (mm) der Femora der Kontrolltiere (wei3e Balken) und der mit Cilostazol behandelten
Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM

angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Bei der Analyse der Trabekelanzahl bestand sowohl 2 (Abb. 65 a) als auch 5 Wochen (Abb. 65 b) nach

der Fraktur kein signifikanter Unterschied zwischen der Cilostazolgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 65: Trabekelanzahl (1/mm) der Femora der Kontrolltiere (weiflie Balken) und der mit Cilostazol behandelten
Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert £ SEM

angegeben.

6.4 Ergebnisse Histologie und Histomorphometrie

In der Safranin-O-Farbung zeigte sich bei der Analyse der gesamten Kallusfliche weder 2 Wochen nach
der Fraktur (Abb. 67 a) noch 5 Wochen nach der Fraktur (Abb. 67 b) ein signifikanter Unterschied

zwischen der Cilostazolgruppe und der Kontrollgruppe.
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Abb. 67: Kallusfliche (mm?2) der Kontrolltiere (weiBe Balken) und der mit Cilostazol behandelten Miuse
(schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Die histologischen Analysen zeigten in beiden Gruppen deutliche Anzeichen einer enchondralen
Kallusbildung 2 Wochen nach der Fraktur (Abb. 66 a, b) sowie eine vollstindige kndcherne
Uberbriickung 5 Wochen nach der Fraktur (Abb. 66 c, d).
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Abb. 66: Reprisentative histologische Bilder von mit Safranin-O geférbten Schnitte der Femora der Kontrolltiere
(a, ¢) und der mit Cilostazol (b, d) behandelten Méuse 2 (a, b) und 5 Wochen (c, d) nach der Fraktur.
kKa= knorpeliger Kallus, fKa= fibroser Kallus, GKn= Geflechtknochen, kKn= kortikaler Knochen

Malistabsleisten = 1 mm
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Die Analyse der Relation Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser zeigte weder 2 Wochen (Abb. 68 a)
noch 5 Wochen (Abb 68. b) nach der Fraktur einen signifikanten Unterschied zwischen

Cilostazolgruppe und Kontrollgruppe.
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Abb. 68: Kallusdurchmesser / Femurdurchmesser der Kontrolltiere (weifle Balken) und der mit Cilostazol

behandelten Miuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +

SEM angegeben.

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 69 a) bestand der Kallus in der Kontrollgruppe zu 30,2 % aus
Knochengewebe, zu 24,4 % aus Knorpelgewebe und zu 45,4 % aus fibrosem Gewebe. Demgegeniiber
setzte sich der Kallus in der Cilostazolgruppe zu 42,2% aus Knochengewebe, zu 30,3 % aus
Knorpelgewebe und zu 27,5 % aus fibrosem Gewebe zusammen. Statistisch signifikante Unterschiede
lieBBen sich nicht feststellen, auch wenn der Kallus in der Cilostazolgruppe im Vergleich einen hoheren
Knochenanteil, einen hoheren Knorpelanteil sowie einen geringeren Anteil an fibrésem Gewebe

aufwies.

Fiinf Wochen nach der Fraktur (Abb. 69 b) bestand der Kallus in der Kontrollgruppe zu 92,3 % aus
Knochengewebe, zu 0,6 % aus Knorpelgewebe und zu 7,1 % aus fibrosem Gewebe. Vergleichbar setzte
sich der Kallus in der Cilostazolgruppe zu 89,3 % aus Knochengewebe, zu 0,6 % aus Knorpelgewebe
und zu 10,2 % aus fibrosem Gewebe zusammen. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden

Versuchsgruppen bestanden nicht.
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Abb. 69: Zusammensetzung des Kallus (%) der Kontrolltiere und der mit Cilostazol behandelten Méuse 2 (a)

und 5 (b) Wochen nach der Fraktur aus Knochen, Knorpel und fibrésem Gewebe.

Die Auswertung der Frakturiiberbriickung ergab nach 2 Wochen (Abb. 70 a) einen signifikant hoheren
Histo-Score bei den mit Cilostazol behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren. Fiinf

Wochen nach der Fraktur (Abb. 70 b) unterschied sich der Histo-Score nicht mehr signifikant zwischen

den beiden Gruppen.
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Abb. 70: Histo-Score der Kontrolltiere (weille Balken) und der mit Cilostazol behandelten Méuse (schwarze
Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
*p <0,05 vs. Kontrolle
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Weder nach 2 Wochen (Abb. 71 a) noch nach 5 Wochen (Abb. 71 b) fand sich ein signifikanter
Unterschied bei der Anzahl TRAP-positiver Osteoklasten / HPF im Vergleich der Cilostazolgruppe mit
der Kontrollgruppe (siehe auch Abb. 72 a-d).
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Abb. 71: TRAP-positive Osteoklasten / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere (weifle Balken) und der mit

Cilostazol behandelten Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben.
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Abb. 72: Reprisentative histologische Bilder TRAP-positiver Osteoklasten im Kallusgewebe von mit Cilostazol
behandelten Tieren (b, d) und Kontrolltieren (a, ¢) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach der Fraktur. Die
TRAP-positiven Osteoklasten sind jeweils durch Pfeilspitzen markiert. MaBstabsleisten: 50 pm
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6.5 Ergebnisse Immunhistochemie

Zwei Wochen nach der Fraktur (Abb. 74 a, ¢ und Abb. 73 a) zeigte sich in der Cilostazolgruppe eine
signifikant hohere Anzahl CD31-positiver Blutgefidle / HPF im Vergleich zur Kontrollgruppe. Fiinf
Wochen nach der Fraktur (Abb. 74 b, d und Abb. 73 b) zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 73: CD31-positive Blutgefile / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit
Cilostazol behandelten Méuse (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als
Mittelwert + SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle

Kontrolle

Cilostazol Cilostazol

Abb. 74: Représentative immunhistochemische Bilder von CD-31-positiven Mikrogefédfen im Kallusgewebe der
Kontrolltiere (a, b) und der mit Cilostazol behandelten M&use (c, d) 2 Wochen (a, ¢) sowie 5 Wochen (b, d) nach
der Fraktur. Die Mikrogefaf3e sind jeweils durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. MaBstabsleisten: 50 pum
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Sowohl 2 Wochen (Abb. 76 a,b und Abb. 75 a) als auch 5 Wochen (Abb. 76 c,d und Abb. 75 b) nach
der Fraktur fand sich in der Cilostazolgruppe eine etwas groflere Anzahl MPO-positiver Granulozyten /

HPF als in der Kontrollgruppe. Der Unterschied war jedoch jeweils statistisch nicht signifikant.
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Abb. 75: MPO-positive Granulozyten / HPF im Kallusgewebe der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit

Cilostazol behandelten Mause (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als
Mittelwert = SEM angegeben.

Abb. 76: Représentative immunhistochemische Bilder MPO-positiver Granulozyten im Kallusgewebe von mit
Cilostazol behandelten Tieren (b, d) und Kontrolltieren (a, ¢) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach der

Fraktur. Die MPO-positiven Granulozyten sind jeweils durch Pfeilspitzen markiert. MaBstabsleisten: 50 pm
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Sowohl 2 Wochen (Abb. 78 a,b und Abb. 77 a) als auch 5 Wochen (Abb. 78 ¢,d und Abb. 77 b) nach
der Fraktur fand sich in der Cilostazolgruppe eine groflere Anzahl CD68-positiver Zellen / HPF als in

der Kontrollgruppe. Der Unterschied war jedoch jeweils statistisch nicht signifikant.

a 2 Wochen b 5 Wochen

" 3,0 - " 16 -~

o o 14 4

T 2,5 L

E 20 . E 12 4

s % [ S 10 - I

g% g ¢

= E 6 4

® 1,0 - 7

8 & 4+

§ 0,5 - § 2

© 0,0 . © o0 -

Kontrolle Cilostazol Kontrolle Cilostazol

Abb. 77: CD68-positive Zellen / HPF im Kallusgewebe der Kontrollgruppe (weile Balken) und der
Cilostazolgruppe (schwarze Balken) 2 (a) und 5 (b) Wochen nach der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert +
SEM angegeben.

Abb. 78: Reprisentative immunhistochemische Bilder CD68-positiver Zellen im Kallusgewebe von mit Cilostazol
behandelten Tieren (b, d) und Kontrolltieren (a, ¢c) 2 Wochen (a, b) sowie 5 Wochen (c, d) nach der Fraktur. Die
CD68-positiven Zellen sind jeweils durch Pfeilspitzen markiert. Ma@3stabsleisten: 50 pm
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6.6. Ergebnisse Western Blot

In der Cilostazolgruppe fand sich eine hohere Expression von BMP-2 (Abb. 79 und Abb. 80 a) im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ein signifikanter Unterschied bestand allerdings nicht. Hinsichtlich der
Expression von BMP-4 (Abb. 79 und Abb. 80 b) zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Versuchsgruppen.
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Abb. 79: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von BMP-2 und BMP-4 im Kallusgewebe der Kontrolltiere

und der mit Cilostazol behandelten Méduse 2 Wochen nach der Fraktur.
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Abb. 80: Quantitative Analyse der Expression von BMP-2 (a) und BMP-4 (b) im Kallusgewebe der Kontrolltiere
(weile Balken) und der mit Cilostazol behandelten Mause (schwarze Balken) 2 Wochen nach der Fraktur. Die
Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben.
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Bei der Analyse der Expression von CYR61 (Abb. 81 und Abb. 82 a) war kein signifikanter Unterschied
zwischen der Cilostazolgruppe und der Kontrollgruppe feststellbar. Bei der Analyse der Expression von
CD31 (Abb. 81 und Abb. 82 b) zeigte sich in der Cilostazolgruppe eine signifikant hohere Expression

im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 81: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von CYR61 und CD31 im Kallusgewebe der Kontrolltiere

und der mit Cilostazol behandelten Méduse 2 Wochen nach der Fraktur.
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Abb. 82: Quantitative Analyse der Expression von CYR61 (Abb. 82 a) und CD31 (Abb. 82 b) im Kallusgewebe

der Kontrolltiere (weile Balken) und der mit Cilostazol behandelten Miuse (schwarze Balken) 2 Wochen nach

der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert = SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Bei der Untersuchung des Proteins PI3K (Abb. 83 und Abb. 84 a) zeigte sich in der Cilostazolgruppe
eine signifikant stirkere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei der Analyse der Expression
des Proteins RUNX2 (Abb. 83 und Abb. 84 b) zeigte sich ebenfalls in der Cilostazolgruppe eine

signifikant starkere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 83: Western-Blot-Analyse der Proteinexpression von PI3K und RUNX2 im Kallusgewebe der Kontrolltiere
und der mit Cilostazol behandelten Mause 2 Wochen nach der Fraktur.
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Abb. 84: Quantitative Analyse der Expression von PI3K (Abb. 84 a) und RUNX2 (Abb. 84 b) im Kallusgewebe
der Kontrolltiere (weifle Balken) und der mit Cilostazol behandelten Mduse (schwarze Balken) 2 Wochen nach

der Fraktur. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. * p < 0,05 vs. Kontrolle
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7 Diskussion

7.1 Diskussion der Methoden

Die vorliegende Studie beschéftigt sich mit der Frage, ob sich die Gabe von Sildenafil oder Cilostazol
jeweils positiv auf die Frakturheilung bei élteren Méusen auswirkt. Die Frakturheilung ist ein
auBerordentlich komplexer Prozess, flir dessen erfolgreiches Gelingen unter anderem das
Zusammenspiel mehrerer knochenfremder Gewebe wie Weichteilgewebe, Gefdlle oder Periost
unabdingbar ist. Das ossére ,,micro-environment‘* ist dabei nicht addquat mit in vitro durchgefiihrten
Experimenten reproduzierbar [27]. Deshalb wurde fiir die vorliegenden Experimente ein etabliertes

Frakturmodell in der Maus gewdhlt.

Ein Versuchsmodell mit Méusen bietet im Vergleich zu Grofitiermodellen deutliche Vorteile. Die
Unterbringung der Tiere ist einfacher, kostengiinstiger und erlaubt eine groBere Anzahl von Tieren auf
begrenztem Raum zu halten. Dariiber hinaus sind die Zuchtzyklen wesentlich kiirzer, sodass in kurzer
Zeit viele Tiere fiir grofle Studiengruppen geziichtet werden konnen. Das Genom der Maus ist komplett
entschliisselt und die Verwendung von Méusen bietet eine Vielzahl an Mdglichkeiten fiir Forschung auf
molekulargenetischer Ebene. Auch stehen fiir Experimente mit Mausen viele Antikorper zur Verfligung
[45]. Miuse besitzen im Gegensatz zu groBeren Tieren (z.B. Hunden) oder Menschen keine Havers-
Systeme. Im Gegensatz zu groBeren Tieren erfolgt der Knochenumbau bei Méiusen iiber
Resorptionshohlen. Mause sind dennoch geeignet flir die Untersuchung der Frakturheilung, da dieser

Prozess mit dem Remodeling {iber Havers-Systeme bei grof3eren Tieren vergleichbar ist [96].

Fiir Frakturstudien an Mausen ist die Tibia im Vergleich zum Femur als weniger geeignet zu betrachten.
Zum einen ist die Stabilisierung einer Fraktur der Tibia aufgrund ihres dreieckigen, nach distal
abfallenden Durchmessers und ihrer gekriimmten Léngsachse schwieriger. Diese anatomischen
Gegebenheiten der Tibia stellen auch ein Problem dar, wenn man biomechanische Tests unter
vergleichbaren Bedingungen durchfiihren mochte. Eine weitere Problematik bei Verwendung der Tibia
fiir Frakturmodelle ergibt sich aus dem Vorhandensein der Fibula, die bei geschlossenen
Frakturmodellen in einem GroBteil der Fille ebenfalls bricht, woraus entweder ein kombinierter Kallus
der beiden Frakturen oder zwei verschiedene Kalli resultieren. Zur Vermeidung einer Fibulafraktur
muss die Tibia sehr weit distal nahe der Metaphyse gebrochen werden. Bei der Anwendung von
geschlossenen Tibiafrakturmodellen ist eine so genaue Positionierung der Fraktur allerdings nicht
moglich, weshalb es zu einer sehr variablen und schlecht vorhersehbaren Kallusbildung kommt [50].
Die Stabilitdt der Fibula wiederum hat Auswirkungen auf den Heilungsverlauf des Bruchs sowie auf die

Bildung des Kallus [113].
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Im Gegensatz zur Tibia zeigt das Femur der Maus einen relativ wenig variierenden Durchmesser.
Entsprechend finden sich an verschiedenen Frakturstellen im diaphysédren Teil des Knochens
vergleichbare Kallusreaktionen. Aufgrund der geraden Léngsachse ist die standardisierte
Frakturstabilisierung beim Femur einfacher als bei der Tibia. Im Gegensatz zur Tibia ist das Femur fiir
Rotationstests geeignet, und auch 3- und 4-Punkt-Biegetests liefern beim Femur konsistentere
Ergebnisse im Vergleich zur Tibia. Die verhdltnisméBig volumindse Muskeldecke des Femurs stellt eine
Herausforderung bei der Herstellung einer geschlossenen Fraktur dar, allerdings bietet sie wiederum

gute Moglichkeiten die Rolle des Weichteilgewebes im Rahmen der Frakturheilung zu analysieren [50].

Zur Analyse der Frakturheilung werden sowohl geschlossene als auch offene Frakturmodelle verwendet.
Geschlossene Femurfrakturmodelle bei Mausen basieren auf dem von Manigrasso und O'Connor [78]
beschriebenen Modell, bei dem es sich um eine Abwandlung des von Bonnarens und Einhorn [11]
beschriebenen Femurfrakturmodells bei Ratten handelt. Der Vorteil der geschlossenen Modelle besteht
darin, dass durch den parapatellaren Zugang und die geschlossene Frakturierung nur ein geringes
zusétzlich operatives Weichteiltrauma verursacht wird, allerdings kann das intramedulldre Implantat

durchaus das Endost und das Knochenmark beschiadigen.

Bei offenen Frakturmodellen wird das Femur iiber einen lateralen Zugang unter Sicht entweder
frakturiert oder osteotomiert [16,28]. Die offenen Operationsverfahren verursachen grofie
Weichteiltraumata, die sich negativ auf die Vaskularisierung des Femurs und den Erfolg der
Frakturheilung auswirken konnen. Fiir die vorliegende Studie wurde daher ein geschlossenes

Frakturmodell ausgewahlt.

Werden zur Osteosynthese intramedulldre Fixationstechniken verwendet, so kommt es nur zu einer
geringen Beeintrdchtigung von Weichteilgewebe. Dariiber hinaus wird die axiale Stabilitdt in hohem
MafBe gewihrleistet. Zu beachten ist, dass im Vergleich zu extramedulldren Verfahren hdufiger Schiaden
an Knochenmark und Endost resultieren. Durch die Verwendung von extramedulldren Implantaten
werden Endost und Knochenmark geschont, allerdings muss wihrend des chirurgischen Eingriffs darauf
geachtet werden, dass das Periost nicht beschadigt wird. Auch kommt es hierbei in gréBerem Ausmal3

zu Verletzungen von Weichteilgewebe [133].

Die Steifigkeit der Frakturfixierung hat einen enormen Einfluss auf den Erfolg der Frakturheilung [3].
Dabher ist fiir jedes Frakturmodell ein standardisiertes Osteosyntheseverfahren erforderlich. In den
meisten Frakturmodellen bei Méausen wurden lange jedoch Implantate verwendet, die die Fraktur nicht

ausreichend stabilisierten oder sogar ganz auf eine Fixierung der Fraktur verzichtet [48].
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Abb. 87: Ubersicht zur Frakturstabilisierung bei Miusen verwendbarer Implantate sowie korrespondierende in-
vivo-Rontgenaufnahmen: Konventioneller Pin (a, E), Verriegelungsnagel (b, F), Pin-Clip-Vorrichtung (c, D),
intramedulldre Schraube (d, G), Verriegelungsplatte (e, C), Mausnagel (f, B), externer Fixateur (g, A).

Aus: Histing T et al. (2009) [43]

Fiir die Stabilisierung von Frakturen bei Miusen stehen derzeit mehrere Methoden zur Verfiigung. Bei
der Verwendung der Pin-Clip-Vorrichtung, der Verriegelungsplatte, des Mausnagels sowie des
Externen Fixateurs ldsst sich eine hohe Rotationsstabilitét erzielen. Fiir diese Verfahren ist ein offener
chirurgischer Zugang erforderlich, was mit einem grolen Weichteiltrauma verbunden ist [43]. Zur
geschlossenen intramedulldren Frakturstabilisierung kann ein konventioneller Pin aus rostfreiem Stahl
eingesetzt werden. Die Vorteile dieser Technik sind die einfache, wenig invasive Operationstechnik,
das geringe Gewicht des Implantats und die niedrigen Kosten. Die grof3ten Nachteile sind die fehlende

Rotationsstabilitét, das hohe Dislokationsrisiko und die Beschidigung der Markhohle [45].

Eine weitere Moglichkeit bietet die Verwendung eines Verriegelungsnagels. Dieser Nagel besteht aus
einer Injektionsnadel, die durch Abflachung des proximalen und distalen Endes modifiziert wird.
Dementsprechend bietet dieses Implantat eine hohere Stabilitdt im Vergleich zur einfachen Fixierung
mit einem Pin, wobei die Vorteile der wenig invasiven, einfachen Operationstechnik, des geringen
Gewichtes des Implantates und der niedrigen Kosten erhalten bleiben. Obwohl eine gewisse Achsen-
und Rotationsstabilitéit gegeben ist, kann die Stabilisierung einer Fraktur mit dem Verriegelungsnagel
jedoch nicht als starre Fixierungstechnik angesehen werden. Ahnlich wie bei der einfachen Fixierung

mittel Stift wird die Induktion von Schiden an der Markhdhle als weiterer Nachteil angesehen [45].
Bei der fiir diese Versuchsreihe verwendeten intramedulliren Schraube MouseScrew™ wird eine hohe

Rotations- und Achsenstabilitit durch interfragmentire Kompression erreicht. Zu den Nachteilen zéhlen

die Schiadigung der Markhohle sowie die vergleichsweisen hohen Kosten des Implantats. Ein groBer
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Vorteil dieser Technik besteht in der ausgezeichneten Stabilisierung, zudem handelt es sich um eine
einfache Operationstechnik, die eine gute Standardisierbarkeit ermoglicht. Weitere Vorteile bei
Verwendung der MouseScrew' ™ ergeben sich aus dem geringen Gewicht des Implantats sowie der
geringen Invasivitit, sodass nur ein geringfiigiges Weichteiltrauma verursacht wird. Im Vergleich zur
Frakturstabilisierung mittels Pin oder Verriegelungsnagel konnte bei Verwendung der MouseScrew' "

eine signifikant hohere Rotations- und Achsenstabilitit nachgewiesen werden [49].

Zur Narkotisierung von Nagetieren wihrend Operationen stehen sowohl inhalative als auch injizierbare
Anésthetika zur Verfligung. Im Rahmen dieser Versuchsreihe erfolgte die Narkotisierung der Tiere
durch intraperitoneale Injektion von Ketamin und Xylazin. Vorteilhaft in der Anwendung von
Inhalationsanésthetika sind die gute Steuerbarkeit der Narkosetiefe sowie die verhdltnismaBig geringe
Beeintrachtigung der Versuchstiere, sodass inhalative Narkosen auch mehrmals hintereinander in
kurzen Abstinden wiederholt werden konnen. Aufgrund der geringen Halbwertszeit der Narkosegase
erwachen die Versuchstiere nach Beendigung der Narkose schnell. Die Anwendung von
Inhalationsanésthetika bringt jedoch einige Nachteile mit sich, so ist eine kontinuierliche Uberwachung
des Tieres erforderlich und es wird eine Vielzahl an Gerétschaften bendtigt. Auflerdem ist die
Verwendung von Narkosegasen mit hohen Kosten verbunden und die Tiere miissen in einer geeigneten
Weise positioniert werden. Des Weiteren lésst sich selbst mit groer Sorgfalt in der Vorbereitung nicht
ausschlieBen, dass der Operateur besonders bei langeren Operationen durch moglichen Austritt von
Narkosegas beeintrachtigt wird. Injizierbare Narkosemittel sind schlechter steuerbar und stellen
aufgrund ihrer ldngeren Halbwertszeit eine grofBere Belastung fiir die Versuchstiere dar, allerdings sind
sie auch deutlich kostengiinstiger, einfacher in der Handhabung und bergen kaum Risiken fiir den

Operateur [45].

Um eine addquate Analgesie zu gewéhrleisten, erhielten die Versuchstiere einen Tag préoperativ bis
drei Tage postoperativ Tramadolhydrochlorid. Bei der Auswahl einer geeigneten Schmerzmedikation
ist zu beachten, dass eine Beeinflussung der Frakturheilung durch nichtsteroidale Antirheumatika
(NSAR) nicht ausgeschlossen werden kann [45]. Das in dieser Versuchsreihe verwendete Opioid
Tramadol weist im Vergleich zu nichtsteroidalen Antirheumatika eine deutlich héhere analgetische
Potenz auf [103]. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die Knochendichtewerte ebenso wie die
Biegesteifigkeit und Bruchkraft von Knochen wéhrend der Frakturheilung von Tramadol nicht

beeinflusst werden [8].

Der Prozess der Knochenheilung nimmt bei Méusen mit etwa 4 Wochen im Vergleich zum Menschen
deutlich weniger Zeit in Anspruch [42]. Eine Woche nach Frakturierung ist das Kallusgewebe noch zu
weich fiir biomechanische Analysen. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass der Frakturkallus nach

2 Wochen seine grofite Ausdehnung erreicht [78]. Der optimale Zeitpunkt, um die spéte Phase der
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Knochenheilung zu untersuchen, liegt bei Mausen Forschungsergebnissen zufolge bei etwa 3 bis 5
Wochen [45]. Aufgrund dieser Tatsachen wurde 2 Wochen nach Start der Experimente als Zeitpunkt
ausgewdhlt, um die friihe Phase der Knochenheilung zu analysieren, und 5 Wochen nach Versuchsstart,

um die spéte Phase beziehungsweise den Abschluss der Frakturheilung zu untersuchen.

Fiir die biomechanischen Analysen wurde eine 3-Punkt-Biegetestung als Verfahren ausgewéhlt, wobei
die Kallusmitte als Ansatzpunkt der Kraft gewahlt und darauf geachtet wurde, wihrend dieser Analysen
die Femora nicht zu zerstoren [43]. So konnten anschlieBend weitere Untersuchungen an ihnen
durchgefiihrt und damit auch die Anzahl der bendtigten Versuchstiere reduziert werden. Um eine
Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen zu gewihrleisten, wurden die zu untersuchenden Knochen
fiir die biomechanischen Analysen in gleicher Weise mit der ventralen Seite nach oben positioniert.
Aufgrund der geringen GroBe der zu untersuchenden Knochen konnte eine 4-Punkt-Biegetestung mit
im Gegensatz zur 3-Punkt-Biegetestung gleichméBigerer Kraftverteilung nicht durchgefiihrt werden
[78].

Zweidimensionale und dreidimensionale Mikrocomputertomographieaufnahmen z&hlen zusammen mit
Rontgenuntersuchungen zu den etablierten Verfahren der Bildgebung, die zur Analyse der
Frakturheilung bei Méusen herangezogen werden. Die radiologischen Analysen erfolgten mittels
Mikro-CT, was den groen Vorteil mit sich bringt die Mineralisation und Beschaffenheit der Knochen
dreidimensional untersuchen zu konnen. Zur Unterscheidung zwischen hoch und niedrig
mineralisiertem Knochen wurde sich dabei auch an bereits vorliegenden Studien zur Untersuchung von

Knochenheilung und Kallusgewebe mittels pCT orientiert [12,93].

Die einzelnen Bestandteile des Frakturkallus zu den jeweiligen Auswertungszeitpunkten nach 2 und 5
Wochen sind fiir die Beurteilung des Heilungsfortschritts von groBem Interesse. Fiir die histologische
Untersuchung des gewonnenen Kallusgewebe wurde nach der bewdhrten von Gerstenfeld et al. [31]
veroffentlichten Methodik vorgegangen. Um Aufschliisse iiber die zelluldren Abldufe des
Frakturheilungsprozesses sowie mogliche Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen

aufzuzeigen, wurden zudem immunhistochemische Analysen durchgefiihrt.

Um weitere Informationen {iber die Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wéhrend des
postoperativen Heilungsprozesses zu erhalten, wurden auch proteinbiochemische Analysen
durchgefiihrt. Tritt eine Fraktur auf, so ist eine Vielzahl von Proteinen an den nachfolgenden
Entwicklungen beteiligt. Proteinbiochemische Untersuchungen bieten eine weitere Mdglichkeit,
eventuelle Einfliisse der verwendeten Wirkstoffe Sildenafil und Cilostazol auf die Frakturheilung zu

untersuchen. Anhand bereits veroffentlichter Studienergebnisse [44] wurden zu diesem Zweck CYR61,
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VEGF, HO-1, RANKL, OPG sowie PCNA ausgewdhlt. Zusétzlich wurde die Expression von Nrf2,
BMP-2, BMP-4, CD31, PI3K und RUNX2 untersucht.

Die Dosierung von Sildenafil (5mg/ kg KG) wurde auf Grundlage bereits verdffentlichten
Studienergebnisse ausgewdhlt [43]. Die Dosierung von Sildenafil, die momentan in Mausmodellen
Anwendung findet, ist damit in etwa fiinfmal so hoch wie die im klinischen Gebrauch beim Menschen
verwendete Dosis (0,7-1,5 mg/ kg KG). Auf diese Weise kann der schnelleren Metabolisierungsrate von

Maiusen im Vergleich zum Menschen Rechnung getragen werden.

Bei der Einnahme von Cilostazol durch Menschen wird eine Dosis von bis zu zweimal 100 mg pro Tag
empfohlen. Die fiir die vorliegende Studie verwendete Dosierung von 30 mg/ kg KG wurde anhand der

Ergebnisse mehrerer Studien ausgewihlt [10,40,120].

7.2 Diskussion der Ergebnisse Sildenafil

Eine vorausgegangene Studie konnte bereits zeigen, dass die Gabe von Sildenafil die Frakturheilung im
Mausmodell bei jungen Tieren verbessern kann [44]. Dies war mit einer schnelleren kndchernen
Uberbriickung des Bruchspaltes und einer im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhdhten
Biegesteifigkeit assoziiert. In der vorliegenden Studie wurden nun zum ersten Mal die Auswirkungen
von Sildenafil auf die Frakturheilung bei alten Miusen untersucht. Uberraschenderweise stimulierte
Sildenafil weder die Angiogenese im Kallusgewebe noch zeigte sich eine Beschleunigung der
Frakturheilung. Die Ergebnisse zeigten jedoch eine verringerte Anzahl und Aktivitit von Osteoklasten
im Kallusgewebe der mit Sildenafil behandelten Méuse. Dies ging mit einem hoheren Knochenvolumen

5 Wochen nach der Fraktur einher, was auf eine Verzégerung des Kallus-Remodeling hindeutet.

Knochenregeneration und Knochenumbau sind hochkomplexe Prozesse, die eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren und Zelltypen bendtigen [6]. Unter diesen Zellen sind die Osteoklasten von
zentraler Bedeutung. Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, die unter dem Einfluss des Makrophagen-
Kolonie-stimulierenden Faktors (M-CSF) und von RANKL, das von Osteoblasten und Osteozyten
sezerniert wird, aus myeloischen Vorlduferzellen entstehen [14]. RANKL gilt daher als potenter
Stimulator der Osteoklastenbildung und Osteoklastenaktivitdt. Demgegeniiber stort OPG, ein 16slicher
Decoy-Rezeptor fir RANKL, die RANKL-RANK-Bindung, was zu einer Hemmung der
Osteoklastenbildung und Osteoklastenaktivitét fiihrt [65,83,116].

Osteoklasten sind dabei mafigeblich fiir das Knochen-Remodeling verantwortlich. Sie bauen neuen

unreifen Knochen ab und ersetzen diesen durch reifen lamelliren Knochen, wodurch die
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biomechanische Stabilitdt verbessert wird [6]. Aktivierte Osteoklasten verursachen Lakunen in den
Knochentrabekeln. Um Knochengewebe abbauen zu konnen, widmen sich die Osteoklasten zunédchst
der Saureproduktion und 16sen dadurch Kalziumverbindungen auf. Zudem verringern sie den pH-Wert
in den Resorptionslakunen auf 4,5. Anschliefend sezernieren sie lysosomale Enzyme wie beispielsweise
Cathepsin-K in die Lakunen hinein und resorbieren daraufhin die zerlegte Extrazelluldrmatrix [129].
Insbesondere die Hemmung der Osteoklastenaktivitdt durch pharmakologische Substanzen wie
Melatonin oder Pantoprazol verzogert den Prozess des Knochenumbaus, was eine Beeintrachtigung der

Frakturheilung zur Folge hat [46,47,86].

In der vorliegenden Studie zeigten die Ergebnisse eine signifikant reduzierte Anzahl von Osteoklasten
im Kallusgewebe bei den mit Sildenafil behandelten Mausen. Dies ging mit einer signifikant hoheren
Expression von OPG einher, wéhrend sich die Expression von RANKL zwischen den beiden
Studiengruppen nicht signifikant unterschied. Infolgedessen bestand bei den mit Sildenafil behandelten
Tieren ein erhohtes OPG/RANKL-Verhéltnis. Das héhere Knochenvolumen sowie das erhohte
Verhiltnis von Kallus- zu Femurknochendurchmesser in der Sildenafilgruppe kénnte daher auf einen
verzogerten Kallusumbau zuriickzufiihren sein, der durch eine verringerte Anzahl und Aktivitit von

Osteoklasten im Kallusgewebe verursacht wird.

Der Alterungsprozess fiihrt zu erheblichen Verdnderungen in der Genexpression und im Stoffwechsel,
was mit einer hohen Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einhergeht [19]. Es ist
hinldnglich bekannt, dass diese toxischen Radikale Kernsduren und Proteine schiddigen, was
Zellschidden und Zellalterung zur Folge hat [63]. In der frithen Phase der Frakturheilung werden ROS
freigesetzt, besonders bei ischdmischen und entziindlichen Zustinden. Die durch ROS verursachten
schéadlichen Effekte konnen durch antioxidative Enzyme, die auch wéhrend der Frakturheilung
exprimiert werden, abgeschwicht werden. Interessanterweise zeigen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit eine deutlich verringerte Expression von Nrf2 im Kallusgewebe der mit Sildenafil behandelten
Maiuse. Es ist bekannt, dass Nrf2 eine wichtige Rolle beim Schutz vor ROS und apoptotischen
Zellschdden einnimmt [71]. Daher kann spekuliert werden, dass der verzogerte Knochenumbau, der bei
den mit Sildenafil behandelten Méiusen beobachtet wurde, auch auf ein erhohtes Mall an durch ROS

verursachter Zellschiddigung zuriickzufiihren ist [88].

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten Lippross et al. [69], dass Nrf2-Knockout-(KO)-
Maiuse im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine verzdgerte und beeintrachtigte Frakturheilung aufwiesen.
Die reduzierte Expression von Nrf2, die bei den mit Sildenafil behandelten Méusen festgestellt wurde,
konnte jedoch auch Folge einer negativen Riickkopplungsschleife durch eine bereits abgeschwichte
Entziindungsreaktion und eine verminderte Produktion von ROS sein [39,108]. Nrf2 scheint komplexe

Auswirkungen auf die Differenzierung von Osteoklasten zu haben. So zeigten Hyeon et al. [54], dass
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ein Mangel an Nrf2 oxidativen Stress sowie die RANKL-induzierte Differenzierung von Osteoklasten
fordert. Im Gegensatz dazu zeigten Park et al. [100] in einer in-vitro-Zell-Kokultur, dass ein Nrf2-
Mangel in Osteoblasten eine signifikant hdhere mRNA- und Proteinexpression von OPG zur Folge hat.
Bemerkenswert ist, dass die Autoren keinen signifikanten Unterschied in der RANKL-Expression in
Nrf2-defizienten Osteoblasten feststellen konnten. Des Weiteren zeigte die Kokultur von Nrf2-
defizienten Osteoblasten mit Wildtyp-, KEAP1-defizienten oder Nrf2-defizienten Osteoblasten eine
geringere Osteoklastenbildung im Vergleich zur Kokultur von Wildtyp-Osteoblasten und Makrophagen
[107].

Diese Ergebnisse deuten auf die wichtige Rolle von Nrf2 bei der indirekten Regulierung der
Osteoklastendifferenzierung durch Beeinflussung der Osteoblasten hin. Nrf2 ist in der Lage, die
Osteoklastendifferenzierung direkt zu hemmen, indem es die Produktion von ROS verringert.
Demgegeniiber kann Nrf2 auch indirekt die Bildung von Osteoklasten férdern, indem es die Sekretion
von OPG durch Osteoblasten hemmt [35]. Aufgrund dieser Eigenschaften von Nrf2 kann spekuliert
werden, dass die in der vorliegenden Studie bei den mit Sildenafil behandelten Mausen festgestellte
hohere Expression von OPG auf eine verminderte Expression des antioxidativen Proteins Nrf2
zuriickzufiihren ist [100]. Ahnlich wie Nrf2 kommt auch HO-1 eine wichtige Rolle beim Schutz vor
oxidativem Stress und ROS zu, indem es die Apoptose in vielen verschiedenen Zelltypen reguliert
[71,106]. Wir konnten bei den mit Sildenafil behandelten alten Mausen eine leicht erhdhte Expression
von HO-1 feststellen, was auf einen kompensatorischen Mechanismus aufgrund der deutlich reduzierten

Expression von Nrf2 hindeuten konnte.

Uberraschenderweise zeigen die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Studie, dass die Gabe von
Sildenafil bei den alten Mausen weder die Bildung von Blutgefdlen im Kallus stimulierte noch die
Frakturheilung beschleunigte. Dies steht im Gegensatz zu fritheren Studienergebnissen, in denen gezeigt
werden konnte, dass Sildenafil die Frakturheilung beschleunigt und die Knochenbildung in einem
atrophischen Pseudoarthrosen-Modell bei jungen erwachsenen Mausen durch Hochregulierung der
Expression der pro-angiogenen und pro-osteogenen Faktoren CYR61 und VEGF induziert [44,87]. Bei
dlteren mit Sildenafil behandelten Tieren war die Expression von CYR61 und VEGF im Vergleich zu

den Kontrolltieren jedoch nicht signifikant erhdht.

Die Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass sich die Wirkungsweise von Sildenafil und die daraus
resultierenden Effekte der Behandlung bei alten Méausen deutlich von denen bei jungen erwachsenen
Tieren unterscheiden. In der Tat wurden in frilheren Studien, in denen die Auswirkungen von
Pantoprazol auf die Frakturheilung bei jungen erwachsenen sowie bei alten Mausen untersucht wurden,
ghnliche Ergebnisse erzielt [47,82]. Diese Daten deuten auf einen anderen Wirkmechanismus der

Behandlung mit Pantoprazol bei alten Miusen im Vergleich zu jungen erwachsenen Tieren hin. Bei
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alten Maiusen fithrt Pantoprazol zu einer Beeintrichtigung der Knochenheilung, indem es eine
iberschielende Osteoklastenaktivitit auslost, welche wahrscheinlich auf einen erhohten Parathormon
(PTH)-Serumspiegel durch Kalzium-Malabsorption zuriickzufiihren ist. Bei jungen erwachsenen Tieren
hingegen beeintréchtigt Pantoprazol die Frakturheilung aufgrund einer verringerten
Osteoklastenaktivitit mit verzogertem Knochenumbau, was auf einer Hemmung der osteoklastischen

V-ATPase beruhen konnte [82].

Garcia et al. [29] haben gezeigt, dass eine Behandlung mit EPO die Frakturheilung bei Mausen
beschleunigen kann, was mit einer signifikant erhdhten Biegesteifigkeit der Knochen sowie einer
signifikant erhohten endostalen Vaskularisierung einherging. Demgegeniiber stellten Orth et al. [97]
fest, dass die positiven Auswirkungen einer EPO-Behandlung auf die Frakturheilung bei alten Tieren
ausbleiben. Diese Erkenntnisse waren hdchstwahrscheinlich auf nachteilige Auswirkungen auf die
rheologischen Eigenschaften des Blutflusses und eine damit einhergehende verschlechterte
Mikrozirkulation zuriickzufiihren. Die fehlende signifikante Hochregulierung von CYR61 und VEGF,
die in der vorliegenden Studie beobachtet wurde, konnte als Ursache die altersbedingte Dysfunktion des
vaskuldren Systems des Knochens haben. Diese Dysfunktion konnte zu einer bereits verminderten
Vaskularisierung und Angiogenese an der Frakturstelle fiihren und so eine reduzierte Expression von

proangiogenen Faktoren zur Folge haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die Auswirkungen von Sildenafil auf die
Frakturheilung bei alten Mausen untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Sildenafil die Frakturheilung
bei dlteren Méausen nicht verbessert, was hochstwahrscheinlich auf die fehlende Hochregulierung von
CYR61 und VEGF zuriickzufiihren ist. Es zeigte sich jedoch eine verringerte Anzahl und Aktivitdt von
Osteoklasten im Kallusgewebe der mit Sildenafil behandelten Méuse, was zu einem verzogerten
Knochenumbau fiihrte. Dies ging mit einer verminderten Expression von Nrf2 und einer erhéhten
Expression von OPG einher. Daher scheint Sildenafil bei geriatrischen Patienten keine
vielversprechende Behandlungsoption zur Beschleunigung und Verbesserung der Knochenregeneration

nach Fraktur zu sein.

7.3 Diskussion der Ergebnisse Cilostazol

In der vorliegenden Arbeit wurden im zweiten Studienabschnitt zum ersten Mal die Auswirkungen von
Cilostazol auf die Frakturheilung bei alten Méusen untersucht. Die neuen Daten zeigen, dass die Gabe
von Cilostazol die Frakturheilung beschleunigt und die Knochenbildung bei diesen Tieren stimuliert.

So zeigten sich bei der Cilostazol-Gruppe 2 Wochen nach Fraktur eine signifikant hohere

85



Biegesteifigkeit und nach 5 Wochen eine erhohte Knochenneubildung sowie eine verbesserte

Trabekelarchitektur im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Eine adéquate Vaskularisierung gilt als eine wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreich verlaufende
Frakturheilung. Die Stimulierung der endostalen Zirkulation ermoéglicht es mesenchymalen
Stammzellen, durch neu gebildete Kapillaren in die Frakturstelle einzudringen und dort den
Remodellierungsprozess einzuleiten [58]. Es wurde bereits gezeigt, dass die Stimulierung der
Vaskularisierung die Frakturheilung beschleunigen kann [21,66]. Neu gebildete Blutgefdfie sorgen fiir
den Transport von lebenswichtigen Nahrstoffen, Sauerstoff und Stammzellen zur Frakturstelle, was die

Bildung eines Kallusgewebes und den anschliefenden Prozess der Verknocherung ermoglicht [84].

Demgegeniiber ist eine gehemmte Angiogenese fiir den Prozess der Knochenheilung von Nachteil, da
hieraus ein verldngerter Heilungsverlauf sowie die Entwicklung einer Pseudoarthrose resultieren kann
[37]. Lu et al. [75] stellten fest, dass im Kallusgewebe junger Mause mehr Blutgefdfle vorhanden sind
als im Kallusgewebe mittelalter und geriatrischer Tiere, was mit einer verdnderten Expression der
entscheidend an der Regulierung der Angiogenese beteiligter Matrix-Metalloproteinasen (MMP)-9 und
13 einherging. In einer fritheren Studie zeigte sich, dass Cilostazol in der Lage ist, die Angiogenese in
einem ischimischen Modell der hinteren Extremitit zu stimulieren [52]. In Ubereinstimmung mit dieser
Studie wurde hier bei den mit Cilostazol behandelten Mausen 2 Wochen nach der Fraktur im Vergleich
zu den Kontrolltieren eine signifikant hohere Anzahl CD31-positiver Mikrogefafie im Kallusgewebe der
Femora nachgewiesen. Daraus leitet sich die Vermutung ab, dass diese verbesserte frithe
Vaskularisierung deutlich zur beschleunigten Frakturheilung bei den mit Cilostazol behandelten Tieren

beigetragen hat [89].

Des Weiteren zeigte die Western-Blot Analyse bei den mit Cilostazol behandelten Tieren eine
signifikant hohere Expression von PI3K. Die PI3K-Signaliibertragung wird durch
Rezeptortyrosinkinasen und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert und reguliert die Proliferation
und Differenzierung von Osteoblasten wihrend der Osteoblastogenese und des Skelettumbaus [34].
AuBerdem berichteten Scanlon et al. [110], dass eine Erhdhung der PI3K-Signaliibertragung zu einer
verbesserten femoralen Knochenregeneration fiihrt, indem die Proliferation von Periostzellen in der
frithen Phase der Frakturheilung stimuliert wird. Interessanterweise gibt es Hinweise darauf, dass die
Behandlung mit Cilostazol ebenfalls eine erhdhte PI3K-Expression zur Folge hat. So konnten Mohamed
et al. [92] zeigen, dass Cilostazol die durch Diabetes verursachte Schadigung von Hodengewebe durch
eine erhdhte PI3K-Expression reduziert. Diese Erkenntnis stiitzt die Vermutung, dass Cilostazol die
Frakturheilung bei dlteren Miusen durch eine PI3K-vermittelte Stimulation der Osteoblastogenese
verbessert. AuBBerdem zeigten Shi et al. [114], dass durch Cilostazol der apoptotische Zelltod unterdriickt
und die Dysfunktion von Endothelzellen iiber die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs reduziert wird.
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Dadurch konnte die altersbedingte Beeintrachtigung der Vaskularisierung an der Frakturstelle
vermindert werden, was zu einer verstirkten Angiogenese und letztlich zu einer Beschleunigung der

Frakturheilung gefiihrt haben kann.

RUNX2 ist fiir die Differenzierung von Osteoblasten und die Reifung von Chondrozyten von groBer
Wichtigkeit. Es ist entscheidend an der Regulierung der Knochenbildung beteiligt, indem es mehrere
Signalwege wie beispielsweise Hedgehog, FGF (Fibroblast Growth Factor)) und Wnt (Wingless Int-1)
steuert und so durch Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen die osteogene Linie stimuliert
[61]. Dariiber hinaus zeigten Zelzer et al. [132], dass RUNX2 wichtig fiir die enchondrale
Knochenbildung ist, da es bei RUNX2-defizienten Mausen nicht zu einer Invasion des Knorpelgewebes
mit neu gebildeten BlutgefdBen kommt. Auch berichteten Orth et al. [98], dass mit VEGF beschichtete
Mikropartikel die Expression von RUNX2 bei Méausen mit einer Pseudoarthrose férdern, was zu einer
verstiarkten Knochenbildung fiihrte. Auch wurde bereits gezeigt, dass mit RUNX2-cDNA beladene Typ-
[-Kollagenschwdmme die Regeneration von Knochengewebe in alveoldren Defekten bei Mausen

verbessern [123].

Da in der vorliegenden Arbeit bei den mit Cilostazol behandelten Méiusen eine hohere RUNX2-
Expression im Kallusgewebe frakturierter Oberschenkelknochen nachgewiesen werden konnte, ist
davon auszugehen, dass Cilostazol bei élteren Miusen gleichzeitig mehrere Signalwege aktiviert, die
die Frakturheilung beschleunigen und die Knochenbildung verbessern [89]. Diese Ansicht wird auch
dadurch gestiitzt, dass bei den mit Cilostazol behandelten Miusen eine mehr als 2-fach hohere
Expression von BMP-2 im Kallusgewebe festgestellt werden konnte. BMP-2 ist insbesondere in der
frithen Phase der Frakturheilung fiir den Prozess der Knochenregeneration von groer Wichtigkeit, da

es die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen stimuliert [91].

In einer fritheren Studie konnte wahrend der Frakturheilung im Kallusgewebe eine signifikant erhdhte
Expression des proosteogenen und proangiogenen Markers CYR61 bei jungen Méusen beobachtet
werden [22]. Dies war hier nicht der Fall, weshalb zu vermuten ist, dass sich die Wirkungsweise von
Cilostazol, dhnlich wie bei Sildenafil, bei alten Méusen deutlich von derjenigen bei jungen erwachsenen
Tieren unterscheidet. Fiir diese Vermutung sprechen auch die Ergebnisse einer Studie von Herath et al.
[40], bei der positive Auswirkungen von Cilostazol auf die Frakturheilung bei jungen Tieren im
Gegensatz zu unserer Studie mit einer signifikant hoheren Expression von CYR61, BMP-4 und RANKL

einhergingen.
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8 Schlussfolgerungen

1: Sildenafil trédgt nicht dazu bei, die Frakturheilung im Alter zu verbessern. Im Gegenteil verzogert der
Wirkstoff den Prozess des Knochenumbaus sogar. Dies war hochstwahrscheinlich auf eine geringere
Anzahl und Aktivitit von Osteoklasten im Kallusgewebe zuriickzufithren und geht mit einer erhéhten
Expression von OPG und einer verringerten Expression von Nrf2 einher. Die Ergebnisse deuten somit
darauf hin, dass Sildenafil kein vielversprechender Kandidat zur Férderung der Knochenregeneration

bei geriatrischen Patienten nach Fraktur ist.

2: Cilostazol beschleunigt die Frakturheilung und Knochenbildung bei dlteren CD-1-Mausen durch
Stimulierung der Angiogenese und Erhohung der Expression von PI3K und RUNX?2 im Kallusgewebe.
Daher konnte dieser bereits zugelassene und in der klinischen Praxis gut etablierte Wirkstoff ein
vielversprechender Kandidat zur Férderung der Knochenregeneration bei geriatrischen Patienten nach

Fraktur sein.
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