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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Frakturheilung

Die Frakturheilung ist ein &uf3erst bemerkenswerter und komplexer Prozess, der von
vielen unterschiedlichen Wachstumsfaktoren und Zellpopulationen bestimmt wird. Die
Zellen befinden sich hauptsachlich an drei Lokalisationen: dem Periost, dem Endost und
den Havers-Kanélen. Durch das Zusammenspiel von Zellen und bestimmten Faktoren ist
der Knochen als einziges Gewebe beféhigt, sich nach einer Strukturverletzung fast
vollstandig zu regenerieren (McKibbin, 1978). Diese Regeneration kann jedoch nur
gelingen, wenn die Voraussetzungen flr eine ungestorte Frakturheilung gegeben sind.
Dazu gehoren eine gute Perfusion, Stabilisation der Fraktur und der Knochenkontakt
zueinander.

Kommt es zu einer Fraktur, werden die Gefalle im Frakturspalt zerstort, die periostale
Blutversorgung erlischt und die GefaRe im Knocheninneren thrombosieren. Es folgen
Nekrosen, entzindliche Prozesse durch den Untergang der Knochenzellen und
Frakturhdmatome (Barnes et al., 1999). Die Heilung erfolgt ber das Peri- und Endost
sowie die Havers-Kanalen. VVon ihnen aus wachsen BlutgeféaR3e ein, Fibroblasten siedeln
sich an und osteogene Zellen beginnen zu proliferieren. Man unterscheidet eine primére
oder direkte Knochenheilung von einer sekundaren oder indirekten Knochenheilung. In
Abhédngigkeit von der Fixation der Fraktur findet eine primdre oder sekundare
Knochenheilung statt. Direkt aneinander angenaherte Frakturenden mit einer
Frakturspaltbreite unter 1 mm, rigide Stabilisation der Fraktur und suffiziente
Durchblutung sind die Voraussetzungen fir eine direkte Frakturheilung. Ist dies nicht der
Fall, entsteht eine sekundare Frakturheilung, die weit haufiger zu beobachten ist als die
direkte Frakturheilung (Chao et al., 1998).

1.1.1 Primé&re Knochenheilung

Bei der primédren Knochenheilung geht der Knochen direkt ohne Vorstufen aus dem
Mesenchym hervor, daher wird sie auch als direkte Ossifikation bezeichnet. Sie ist
gekennzeichnet durch eine Frakturheilung ohne Knorpel bzw. ohne Kallusbildung. Wie

vorher beschrieben, so sind fir die direkte Ossifikation eine gute Vaskularisierung, ein

1
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enger Knochenkontakt und entsprechende biomechanische Bedingungen mit rigider
Fixation notig, Aufgrund der bendtigten Faktoren ist diese Heilungsform &uferst selten
und kommt nur bei unvollstdndigen Frakturen oder Fissuren sowie unter Verwendung
einer rigiden Fixation der Fraktur mit Kompression der Bruchenden.

Weiterhin kann man die direkte Knochenheilung in die Spalt- und Kontaktheilung
untergliedern (Einhorn, 1998). Bei der Kontaktheilung liegt ein Frakturspalt von unter
200 pum vor (Hulse et al., 1991). Dieser Spaltabstand ist zu eng fur Gefa- oder
Matrixeinsprossung. Daher bilden mehrkernige Makrophagen im Knocheninneren
Resorptionskanéle, in die die Gefdlle einsprossen koénnen, um den Spalt mit
Wachstumsfaktoren und osteogenen Zellen zu versorgen. Diese Zellen synthetisieren
Osteoid, das von laminar angeordneten Osteonen umgebaut wird. Es entsteht ein
Lamellenknochen, der die Fraktur von innen heraus stabilisiert.

Liegt ein Abstand von etwa 0,2 - 1 mm vor, kommt es zur Spaltheilung und die GeféaRe
kénnen direkt in den Spalt einsprieRen. Im Unterschied zu der Kontaktheilung entsteht
primédr ein Geflechtknochen, der sekundér von Osteonen durchsetzt und in einen
Lamellenknochen umgewandelt wird. Die vollstdndige Verknécherung und Umwandlung

einer priméaren Knochenheilung benétigt etwa 1,5-2 Jahre (Wildemann, 2005).

1.1.2 Sekundare Knochenheilung

Zu der weitaus haufigeren Form der Knochenheilung kommt es, wenn ein Frakturabstand
von Uber 1 mm besteht, die lokale Blutversorgung nicht ausreichend ist oder die
biomechanischen Faktoren schlechte Bedingungen aufweisen. Hierbei entsteht der
Knochen aus einer Vorstufe, dem hyalinen Knorpel. Demzufolge spricht man auch von
einer indirekten Knochenheilung. Der Verkntcherungsprozess der sekundaren
Knochenheilung benétigt ca. 2-3 Jahre und tberdauert die primdre Knochenheilung um
etwa 1 Jahr.
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Die indirekte Frakturheilung kann beim Menschen in fiinf Phasen aufgeteilt werden
(Abbildung 1):

1. Frakturphase

2. Entziindungsphase

3. Granulationsphase

4. Kallushartung, Chondrogenese und Geflechtknochen

5. Remodeling

a Ausbildung eines b Organisation des ¢ Differenzierung des d Funktionelle Adaptation
Frakturhamatoms. Hamatoms durch ein- Zwischengewebes zu zu lamelldren Knochen
wachsende Fibroblasten. Geflechtknochen. und Rekonstruktion des

medulldren GefdBsystems
unter Abbau von iiber-
schiissigem Kallus.

Abbildung 1: Stadien der Frakturheilung (Hennes-Bruns, 2003)

1. Frakturphase

Diese Phase beschreibt den Zeitraum vom Beginn der Gewalteinwirkung auf den
Knochen mit der Zerstérung von Periost, Kortikalis, Knochenmark, GeféRen und dem
angrenzenden Weichteilgewebe bis zur Ausbildung eines Frakturhdmatoms im
Frakturbereich (Wildemann, 2005). Die Gewalteinwirkung fuhrt zur Fraktur. Die Zellen
der Frakturenden werden aufgrund der GefaRzerstérung nicht mehr ausreichend versorgt
und sterben ab. Zahlreiche Zellen gelangen aus den zerstorten GefaRen in das
Frakturhdmatom, dazu zahlen pluripotente Stammzellen mesenchymaler Herkunft als
Vorldufer der Osteoblasten, Fibroblasten und Chondroblasten sowie Granulozyten,

Mastzellen und Monozyten. Die zur Phagozytose befahigten Zellen bauen das
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nekrotisierte Gewebe ab und produzieren Heparin und Histamin, wodurch die

Entziindungsphase eingeleitet wird (Hulse et al., 1991).

2. Entziindungsphase

Die Entziindungsphase setzt kurz nach der Knochenzerstérung ein und dauert ca. 3 Tage.
Hierbei kommt es zu einer Hypervaskularisierung durch Aussprossung neuer Kapillaren
und zur beginnenden Resorption des Frakturhamatoms. Die Durchblutung kann sich
innerhalb von 2 Wochen bis auf das 6-fache erhdhen und sinkt im weiteren Verlauf der
Frakturheilung wieder ab (Paradis et al., 1975). Die im Hamatom befindlichen Zellen
sezernieren Wachstumsfaktoren und Zytokine, wodurch die Angiogenese sowie die Zell-
und Gewebsdifferenzierung gefordert werden. Durch den  Stimulus der
Wachstumsfaktoren entwickeln sich aus den Stammzellen Gewebszellen, die mit der
Produktion von Fibrin und Kollagen beginnen, bei denen es sich um wichtige

Bestandteile fur das Granulationsgewebe handelt.

3. Granulationsphase

2-3 Tage nach Abklingen der Entziindungsphase wird das Frakturhdmatom entlang einer
extrazellularen Matrix durch Granulationsgewebe ersetzt. Der Prozess dauert 4-6
Wochen und wird von den lokalen Wachstumsfaktoren BMP, TNF-B, FGF, B-
Mikroglobuline, IGF und PDGF beeinflusst. Es folgt die Umwandlung in einen
bindegewebigen, flexiblen Kallus (Lee et al., 1998).

Die Bildung des Kallus benétigt ebenfalls 4-6 Wochen und erfolgt von peripher nach
zentral. Der Kallus stellt die erste Uberbriickung der Frakturenden dar. Die im Periost und
Mesenchym befindlichen Osteoprogenitorzellen werden von den Wachstumsfaktoren und
Matrixproteinen, wie Osteocalcin, veranlasst, sich in Chondrozyten oder Knochenzellen
umzuwandeln (Einhorn, 1998). Mehrkernige Makrophagen fangen an, avitale
Knochensubstanz  abzubauen, waéhrend Osteoblasten am Periost und Endost
frakturspaltfern mit der desmalen Ossifikation beginnen. Zentral im Frakturspalt zwischen
den Cortices findet zunéchst keine Ossifikation statt. Diese Verkndcherung findet tber
den enchondralen Weg statt und beginnt erst mit der Frakturstabilisierung Uber die

desmale Ossifikation des End- und Periosts. Denn nur bei genligend Stabilitat und
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ausreichend Knorpelsubstanz kann eine enchondrale Ossifikation eingeleitet werden. Zu

diesem Zeitpunkt liegt ein weicher Kallus durch eine desmale Ossifikation vor.

4. Kallushartung, Chondrogenese und Geflechtknochen

Um den weichen Kallus zu stabilisieren beziehungsweise zu kalzifizieren, erfolgt die
Kallushartung. Dabei wird Hydroxylapatit von den Chondrozyten abgegeben und lagert
sich zwischen den Kollagenfibrillen in die Grundsubstanz ein. Diese Chondrozyten
produzieren Knorpel, der in Abhangigkeit von der Stabilitdt und Vaskularisierung des
Gewebes in Geflechtknochen umgebaut wird. Die Knorpelzellen sind widerstandsfahiger
gegenuber schlechter Vaskularisierung, Dehnungen und Bewegungen im Frakturspalt als
Knochenzellen, daher fiihrt ein Mangel an Stabilitst und Durchblutung zu einer
Steigerung an Knorpelgewebe im Frakturbereich und die knocherne Frakturheilung
verzogert sich (Schenk et al, 1977). Ist eine ausreichende Stabilitdt und Durchblutung
vorhanden, kommt es zentral im Frakturspalt zu einer enchondralen, indirekten
Ossifikation. Die eingesprossenen Gefalle bringen Progenitorzellen fiir Osteoblasten und
Chondrozyten in das Gewebe. Diese Progenitorzellen bewirken eine Aktivierung und
Proliferierung der Gewebszellen. Osteoblasten beginnen aus dem Knorpelgewebe den
Geflechtknochen aufzubauen. Dafur benutzen sie Kapillaren als Leitstruktur und breiten
sich von proximal nach distal aus (Cornell et al, 1992). Demzufolge richten sich die
Trabekel des Geflechtknochens im Gegensatz zu dem Lamellenknochen unabhéngig von
der Hauptbelastungsrichtung aus. Diese Bauweise ist wesentlich instabiler und schwerer
als die trajektorielle Bauweise des Lamellenknochens, folglich ist der Kdrper bestrebt,

den Geflechtknochen in einen Lamellenknochen umzuwandeln.

5. Remodeling
Nach 4-5 Monaten ist ein Geflechtknochen entstanden und wird durch Remodeling in

einen Lamellenknochen umgebaut. Dabei kann der physiologische Anteil des Osteoids
von 2-3 % auf 50-60 % ansteigen (Schenk et al., 1977). Uberschissiges Gewebe wird
abgebaut und die urspriingliche Knochenstruktur mit einem trajektoriellen Aufbau und
Markraum wird wiederhergestellt (Li et al., 2001). Dabei spielt vor allem die Tatigkeit der
mehrkernigen Makrophagen und Osteoblasten sowie die biomechanische Belastung eine

grolle Rolle. Aufgrund der unterschiedlichen Belastungen der Fraktur kommt es zu
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Druckunterschieden in diesem Bereich, die zu Ladungsdifferenzen fihren. An der
konvexen, positiv geladenen Seite des Geflechtknochens lagern sich mehrkernige
Makrophagen an und bauen Knochen ab, wéhrend sich an der konkaven, negativ
geladenen Seite Osteoblasten positionieren und Knochen aufbauen. Die Frakturheilung ist
abgeschlossen (Schenk et al., 1977).

1.1.3 Zeitlicher Ablauf der sekundaren Frakturheilung bei der Ratte
Die zeitliche Abfolge kann folgendermaRen charakterisiert werden (Abb.2)
(Hadjiargyrou, 2002):
e Tag 0: Ein Frakturhamatom entsteht. Die Entziindungsphase wird eingeleitet.
e Tag 5: Abklingen der Entziindungsphase und Induktion der Chondrogenese sowie
der desmalen Ossifikation.
e Tag 8: Beginn der enchondralen Ossifikation.
e Tag 10: Hohepunkt der Knorpelbildung.
e Tag 14: Maximum der enchondralen Ossifikation und den Beginn des Remode-
lings.
e Tag 84: Abschluss des Kallusremodelings mit dem Abbau des Uberschiissigen

Kallus und dem kompletten Abbau von Knorpelmaterial innerhalb des Knochens.

Frakturphase =)

Entzlindungsphase :>

Chondrogenese

desmale Ossifikation —

enchondrale Ossifikation

Remodeling

01234567891011121314151617181920...... 84 Tage

Abbildung 2: Zeitliche Abfolge der Frakturheilungsphasen bei der Ratte
(Hadjiargyrou, 2002)
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1.1.4 Vaskularisationsvorgange bei der Frakturheilung

Eine grundlegende Voraussetzung fiir eine ungestorte Frakturheilung ist eine gute
Vaskularisierung. Kommt es zu einer Fraktur, zerreil3en dabei die Gefalle (Hannouche et
al., 2001). Dementsprechend verlagert sich die Kallusbildung in die Bereiche, in denen
die GeféalRe noch intakt sind oder sich schneller regenerieren kdnnen. Sind die endostalen
und periostalen Gefalle zu stark zerstort, bleibt die Frakturheilung aus. Sklerosierungen
beherrschen dann das Bild des Frakturendenumbaus (Reed et al., 2003). Kurze Zeit nach
der Fraktur entwickelt sich in und um den Bruchspalt eine Entziindung. Dabei werden
angiogene Substanzen ausgeschittet (BMP, TGF-B, FGF, PDGF), welche die
Angiogenese einleiten (Hannouche et al., 2001). Wichtige Faktoren fiir die Angiogenese
sind die Scherkrafte, Spannungen und Stabilitat im Frakturspalt. Bei einer instabilen
Fraktur konnen neugebildete zarte oder auch noch bestehende Geféle den dort
herrschenden Kréften nicht standhalten und zerreien. Fir die Anzahl und GroR3e der
GefaRe ist auch die Weite des Frakturspalts wichtig. Enge Frakturspalten besitzen groRere
und dichter angeordnete Gefalie (Claes et al., 2003).

1.2 Angiogenese
3 Prozesse sind fir die GefaRentwicklung verantwortlich: die Vaskulogenese, die
Angiogenese und die Arteriogenese (Abbildung 3).

Vaskulogenese Angiogenese Arteriogenese

= ‘—JT_A\
$ = e > @&

Hamangioblast

Kapillarpl
apillarplexus eifer

Sprossung und Gefafiplexus

Regression
Abbildung 3: Stadien der GefaR3bildung (Risau, 1997)
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1.2.1 Vaskulogenese

Die Vaskulogenese definiert die De-novo-Entstehung eines primaren Gefalkomplexes im
avaskuldren Bereich aus endothelialen Vorldauferzellen des Knochenmarks (Risau, 1995).
Dazu zéhlen die Hamangioblasten aus denen sich einerseits h&matopoetische
Stammzellen zur Blutbildung und andererseits Angioblasten differenzieren (Risau,
1997). Die Angioblasten sind zu Gefalbildung beféhigt. Sie werden von Zytokinen, wie
zum Beispiel dem VEGF angelockt, das Knochenmark zu verlassen und Uber die
Blutgefalie, zu dem Ausschittungsort der Botenstoffe zu immigrieren. Dort entwickeln
sie sich zu Endothelzellen, um die Vaskularisierung zu starten (Wahlberg, 2003).
Wihrend die Vaskulogenese in der Embryologie eine grofle Rolle spielt, kommt die
Wirkung der Angiogenese eher bei der Wundheilung, Entziindung, Tumorgenese und

Gelbkorperreifung zum Tragen.
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1.2.2 Angiogenese

Die Angiogenese beschreibt den Begriff der GefalRneubildung aus bestehenden GeféRen.
Dabei unterscheidet man die GefaRneubildung durch Sprossung oder Teilung. Bei der
Sprossung proliferieren die Endothelzellen und bilden kleine Auswichse, die sich zu
Raéhren formen. Unter der Gefalteilung bildet sich in dem Gefalllumen eine 2. Wand und
trennt die beiden Lumen voneinander (Cooke, 2003).

Der Mechanismus der Angiogenese wird in 2 Phasen aufgeteilt, die Aktivierungsphase
und die Resolutionsphase (Abbildung 4). Ausgelost wird die Aktivierungsphase
beispielsweise durch Hypoxie oder Ischdmie (Takahashi, 1999). Dies fiuhrt zur
Ausschittung von verschiedenen Wachstumsfaktoren und Stickstoffmonoxyd (Cooke,
2003). Dadurch wird die Permeabilitat der Zellen gesteigert, die extrazellulare Matrix
(EZM) durch Metalloproteasen (MMP) abgebaut und die Basalmembran (BM) aufgel6st.
Dies ermdglicht es den Endothelzellen (EC) in das Gefall einzuwandern. Die Zellen
proliferieren und bilden an den Gefalwanden Komplexe, aus denen sich spater die neuen
Gefalie entwickeln (Risau, 1995).

Die Resolutionsphase beginnt mit dem Ende der Endothelzellproliferation und der
Migration. Die Endothelzellen schiitten ,,platelet derived growth factor (PDGF) aus, um
Perizyten zu aktivieren. Die Basalmembran wird wieder aufgebaut, Perizyten und glatte

Muskelzellen (SMC) lagern sich an die GefaRe, um sie zu stabilisieren.

SMC
B) MMPs are C) EC proliferation, adhesion v

activated and and migration.

D) EC release PODGF-BB 1o
degrade malrix

recruit mural cells to EC

o~
{—\\

@ I'Il
ﬁ ..
@i ' l: Mural cells

]

A) Angiogenic
stimulus

C
—¥ % PDGF-BB

Activation _ Resolution
phase | phase

Abbildung 4: Aktivierungs- und Reifungsphase der Angiogenese (Gourmans et al., 2009)
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1.2.3 Arteriogenese

Unter Arteriogenese versteht man die Proliferation von kleinen GeféaRen zu sehr viel
grolleren wandstarken Arterien. Dabei kénnen sie ihren GefalRdurchmesser auf das 20-
fache steigern. Als Ausloser ist eine Verdnderung der Stoffwechsellage, z.B. eine Stenose,
zu nennen. Bei einer Stenose weicht das Blut auf andere GeféaBwege aus. Die Verstarkung
des Blutflusses 16st vermehrte Scherkréfte aus, die zur Aktivierung von Endothelzellen
und zur Ausschittung von Wachstumsfaktoren fuhren (MCP-1, GM-CSF, FGF und
TNF) (Folkman, 1995).

Makrophagen werden angelockt und Endothelzellen proliferieren. Durch Matrix-
Metalloproteasen wird die Tunica externa aufgelost, sodass und Platz fur die
Gefaldverstarkung entsteht. Nach dem Remodeling lagern sich auch hier Perizyten und
glatte Muskelzellen an, um das GefaR zu verstarken. Dieser Prozess, den man auch als
biologischen Bypass bezeichnet, ist vor allem bei Patienten mit einer chronischen

GefaRerkrankung stark ausgepragt (Wahlberg, 2003).

1.2.4 Angiogeneseregulatoren

Die Angiogenese unterliegt einigen Regulationssubstanzen. Zum einen sind hier die
proteolytisch wirkenden Enzyme zu nennen, z.B. die Matrix-Metalloproteasen und
Serinproteasen. Sie sind fir die Auflésung der Extrazelluldarmatrix verantwortlich. Zum
anderen spielt die Extrazellularmatrix und deren pH-Wert eine wichtige Rolle. Mittels
pH-Wert-Anderung ist die Matrix in der Lage die Angiogeneserate zu verandern, indem
sie mit Angiogenesefaktoren und Endothelzellen agiert. Das Hauptaugenmerk der
Angiogeneseregulation liegt aber bei den Angiogenesefaktoren. Sie werden in pro- und-
antiangiogen unterteilt. Zu den proangiogenen Faktoren z&hlen unter anderen die VEGF-
Familie, der ,transforming growth factor-p* (TGF-B), der Hepatozytenwachstumsfaktor
(HGF), der ,fibroblast growth factor“ (FGF), der Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-a),
Angiopoetin und der ,,platelet-derived growth factor (PDGF). Bei den antiangiogenen
Faktoren ist das Angiostatin, Endostatin, VVasostatin, Thrombospondin 1, aber auch der
TGF-p zu erwahnen (Ferrara et al., 1996).
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Aktivierende Abktirzung Wirkung
Wachstumsfaktoren
Angiogene Faktoren
VEGF und Homologe VEGF, e  Stimulation der Angiogenese und Permeabilitét.
VEGF-C e  Stimulation der Lymphangiogenese.
Placental growth factor PIGF e  Stimulation der Angiogenese und Permeabilitét.

e  Verstarkung des postnatalen Effekts von VEGF
unter pathologischen Bedingungen.
e Rekrutierung von Monozyten (Luttun, 2002).

Angiopoetin-1 Ang-1 e Stabilisierung der Blutgefale vorm Aussprossen.
e  Minderung der Permeabilitat (Carmeliet, 2003).
Angiopoetin-2 Ang-2 e  Aktivierung oder Blockierung der Tie-2

Rezeptoren je nach Zelltyp.

e Antagonist von Angiopoetin-1.

e  Ldsung der endo-periendothelialen Kontakte.

o Degradation der extrazellularen Matrix (Carmeliet,
2003).

e Induktion in Abwesenheit der angiogenen Faktoren
die Regression von BlutgefaRen (Maisonpierre,
1997).

Tie-2- Rezeptor e Bindung von Angiopoetin-1 und -2.
e  Stabilisierung der Blutgefaie vor den Aussprossen.
e Minderung der Permeabilitat.

Transforming growth TGF-R1 e  Stabilisierung der BlutgefaRe durch Stimulation der
factor-31 Produktion von extrazellul&rer Matrix.
e  Forderung der Kollateralbildung (Gourmans,
2009).
Basic Fibroblast growth bFGF e Stimulation der Angiogenese.
factor e  Produktion durch Melanomzellen (Srivastava,
2003).
Platelet derived growth PDGF e  Rekrutierung von glatten Muskelzellen.
factor
Hepatocyte growth factor HGF e  Stimulierung von Angiogenese und Arteriogenese.
Integrin a, B, und o, B, e Rezeptoren fir Makromolekule der Matrix und

Proteinasen (MMP2), deren Antagonisten
hemmend wirken.

e Reduktion der VEGF-/ FIk-1- vermittelten
Uberlebenszeit der Endothelzellen (Carmeliet,

2003).

Vascular endothelial VE-cadherin e  Sicherung des Zellverbundes.

Cadherin e Forderung des Uberlebens der Endothelzellen
(Carmeliet, 2003).

Platelet endothelial PECAM e  Sicherung des Zellverbundes.

adhesion molecule (CD31) e  Forderung des Uberlebens der Endothelzellen
(Carmeliet, 2003).

Ephrin Eph e Regulierung der Spezifikation zu arteriellen/

vendsen GefalRen. Al und A2 sind angiogen; B1
und B2 induzieren die Gefal3sprossung; Die B2-
Wirkung ist auf arterielle GefaRe beschrankt,
wahrend sein Rezeptor EphB4 im vendsen
Schenkeln zu finden ist (Carmeliet, 2003).

Matrix-Metalloproteinasen | MMP e Beteiligung bei dem Matrix- Remodeling
(Carmeliet, 2003).

Tabelle 1: Angiogene Wachstumsfaktoren nach Conway et al. (2001)
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Hemmende Abktirzung Wirkung
Wachstumsfaktoren
Antiangiogene Faktoren
Neuropilin-1 e Bindung von VEGF und PIGF (Maisonpierre,
1997).
Angiopoetin-2 Ang-2 e  Antagonist von Angiopoetin-1.

e Induktion der Regression von Blutgefaen
(Maisonpierre, 1997).

e  Losung endo-periendothelialer Kontakte.

o Degradation der extrazelluldren Matrix (Carmeliet,
2003).

Thrombospondin-1 TSP-1 e Bildung durch Primértumoren, um das Wachstum
von Metastasen zu hemmen.

e Hemmung der Angiogenese, um die Bildung von
Organmetastasen zu hemmen. (Rofstad, 2001).

Thrombospondin-2 TSP-2 e  Exprimierung im mesenchymalen Stroma.
e Mangel beeinflusst den angiogenic switch in
Richtung der Angiogenese (Hawighorst, 2002).

Angiostatin e  Freisetzung durch Desintegration von
Plasminogen.

e  Produktion durch viele Melanomzellinien.

e Hemmung der Migration und des Uberlebens der
endothelialen Zellen (Rafii, 2003).

Endostatin e Interaktion mit Tropomyosin und Hemmung der

Zellmotilitat.
e Induktion der Apoptose (MacDonald, 2001).

Vasostatin, Calretikulin e Hemmung des endothelialen  Wachstums
(Maisonpierre, 1997).

Platelet factor-4 PF-4 e Hemmung der Bindung von bFGF und VEGF
(Maisonpierre, 1997).

Antikorper gegen e Hemmung der Tumorangiogenese (Rafii, 2003).

VE-Cadherin/ Pecam-1

Interferon o, B, y INF o,B,y e Hemmung der Endothelzellenmigration und
Minderung von bFGF (Rafii, 2003).

Interleukin-10/-4/-12/-18 IL e Minderung der Endothelzellenmigration

(Hawighorst, 2002).

Tabelle 2: Antiangiogene Wachstumsfaktoren nach Conway et al. (2001)
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1.2.5 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

VEGF gilt als einer der zentralen Faktoren bei der Angiogenese. Er wurde von Ferrara
und Henzel (Ferrara et al. 1989) als ein Heparin-bindender, stark angiogener
Wachstumsfaktor definiert. Unterteilt wird er anhand seiner Heparinaffinitat in VEGF-A
bis -E, PIGF (placenta growth factor) und EG-VEGF (endocrine gland-VEGF).

Insgesamt sind bis heute drei VEGF-Rezeptoren (VEGFR 1-3) nachgewiesen. VEGFR-1
und VEGFR-2 werden hauptséchlich auf wvaskuldren Endothelzellen exprimiert,
wohingegen VEGFR-3 nur wahrend der Embryonalzeit auf den Endothelzellen gebildet
und von VEGF-C und -D besetzt werden. VEGFR-1 befindet sich auf den
Mesangiumzellen, Monozyten und Trophoblasten, wohingegen VEGFR-2 von den
hamatopoetischen Stammzellen, den Megakaryozyten und den Chondrozyten exprimiert
wird. An VEGFR-1 bindet VEGF-A, -B sowie PIGF (Parks et al. , 1997).

Durch den Rezeptor-vermittelten Stimulus kommt es zur Aktivierung von Matrix-
Metalloproteinasen und der Rekrutierung endothelialer Progenitorzellen, wodurch die
Angiogenese induziert wird. Auch die Migration und Chemotaxis von mehrkernigen
Makrophagen und Monozyten sind Folgen der VEGFR-1-Bindung (Hiratsuka et al.,
2002), wodurch VEGF die Kallusmineralisierung unterstiitzt und den trabekuldren
Aufbau des Knochens fordert. Eine Stérung der VEGF-Expression kann hingegen zu
Pseudarthrosen und einer Verringerung der BlutgefaRinvasion flihren, mit Folgen einer
Infektion oder eines Knochenverlusts.

Wahrend der Frakturheilung finden die Angiogenese und somit auch die VEGF-
Expression hauptsachlich zu Beginn der Knochenheilung statt. Im Bruchkallus
exprimieren Angioblasten, Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten besonders in den
ersten sieben Tagen VEGF. Diese Expression fiihrt zu einer Aktivierung von
Knochenzellen, Chondroblasten und Endothelzellen, wodurch die Knochenheilung und

Gefalbildung gefordert werden (Kanczler et al., 2008).
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1.3 Knochenwachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide. Sie werden in niedrigen Konzentrationen von
spezifischem Gewebe freigesetzt und wirken auto- sowie parakrin auf die Zellregulation
(Blumenfeld et al., 2002). So kénnen sie vor Ort von Chondrozyten, Osteoblasten und
Makrophagen synthetisiert werden oder aus dem Blut zum Zielort gelangen (Linkhart et
al., 1996). Zu ihren Aufgaben wahrend der Frakturheilung zéhlen die Proliferation von
Knorpel, Knochen und Endothelzellen sowie die Regulierung von Stoffwechselvorgéngen
der Matrix und Proteinsynthese (Jingushi et al., 1992). Sie vermitteln die Wirkungen von
systemischen Hormonen, wie Vitamin D, Parathormon oder Wachstumshormonen an
ihren Zielzellen und Uben vielzahlige Funktionen auf Fibroblasten, Mesencymzellen,
Chondrozyten und Osteoblasten aus (Canalis et al., 1988). Die Wachstumsfaktoren
werden durch proteolytische Spaltung in ihre aktive Form Uberfihrt und docken durch
extrazellulare Bindungen an die transzellularen Rezeptoren der Zielzelle an. Dadurch
setzen sie Signalkaskaden in Kraft, die Uber Transkriptionsfaktoren die Syntheseleistung
der Zelle beeinflussen. Zu den wichtigsten und am besten untersuchten
Wachstumsfaktoren z&hlen die Proteine der ,transforming growth factor-p “ (TGF-f)-
Familie, zu der auch die Bone Morphogenetic-Proteins (BMPs) gehdren, ,,insulin-like
growth factor (IGF), ,fibroblast growth factor” (FGF) und ,,platelet-derived growth
factor” (PDGF). Die Konzentration der Wachstumsfaktoren ist lokalisationsabhéngig und
nimmt im Alter ab (Nicolas et al., 1995).
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Wachstumsfaktoren

Abktirzung

Quelle, Lokalisation und Wirkung

Transforming Growth
Factor beta

TGF-B

Produktion durch Thrombozyten und Entziindungs-
zellen.

Freisetzung im Frakturhdmatom.

Stimulierung der Proliferation von Mesenchymzellen
des Periosts, mehrkernigen Riesenzellen, Osteo-
blasten und Chondrozyten.

Wirkung auf die Knochenbildung. Sie st
dosisabhéngig und kann hemmend oder fordernd
sein (Nielsen, 1994).

Insulin-like Growth
Factor

IGF-I
(Somatomedin C)

Produktion durch Stimulation von Wachstums-
hormonen.

Stimulation von  Osteoblasten,  mehrkernigen
Riesenzellen, Chondrozyten und Endothelzellen.
Forderung der Knochenheilung und GefaR-
neubildung (Linkhart, 1996).

Platelet-derived PDGF Freisetzung von Thrombozyten und Entziindungs-
Growth Factor zellen.
Stimulierung der Proliferation von mesenchymaler
Zellen des Periosts und der intramembrandsen
Ossifikation (Bourque, 1993).
Fibroblast Growth aFGF Synthetisierung von Chondrozyten und
Factor Makrophagen im Periost.
Stimulierung der Chondrozytenreifung und der
Proliferation (Solheim, 1998).
Fibroblast Growth bFGF Produktion mdglicherweise von Chondrozyten.
Factor Wirkung auf die enchondrale Ossifikation (Bolander,

1992).

Tabelle 3: Ubersicht tiber Wachstumsfaktoren nach Solheim et al. (1998).

1.3.1 TGF-p-Superfamilie

Die Familienmitglieder des transforming growth factor-p weisen eine 60-80%ige

Aminosaurenhomologie untereinander auf und werden von etwa 45 verschiedenen Genen

kodiert, die verstreut auf den Chromosomen liegen (Ramoshebi et al., 2002). Die Struktur

der TGF-B ist zwischen den verschiedenen Spezies sehr &hnlich und weist damit eine

starke evolutiondre Konstanz auf. Die TGF-B-Superfamilie wird anhand der carboxy-

terminalen Domane in finf Untergruppen unterteilt:

1. TGF-B-Subfamilie bestehend aus TGF-B1, TGF-B3 und TGF-f5

2. Aktivin-Subfamilie bestehend aus Inhibin-BA und -pB

3. Dpp-Subfamilie bestehend aus Drosophila-Gen dpp, BMP-2 und BMP-4

4. 60A-Subfamilie bestehend aus Drosophila-Gen 60A und BMP-5 bis BMP-8
5. GDF-Subfamilie bestehend aus GDF-5 bis GDF-8 (Attisano et al., 1996).
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Die Bildung von TGF-B Ubernehmen hauptséchlich die Thrombozyten, aber auch
Makrophagen und andere Entziindungszellen sind zur Bildung beféhigt (Bolander, 1992).
Wahrend der Frakturheilung sind TGF-p und PDGFs die ersten Wachstumsfaktoren vor
Ort. Sie werden aus den im Frakturhdmatom befindlichen Thrombozyten freigesetzt und
induzieren die Proliferation der Knorpel- und Knochenzellen (Einhorn, 1998). Weiterhin
stimuliert TGF-B die Osteoblasten VEGF zu produzieren und treibt damit die
Gefalneubildung und die Knochenversorgung voran (Bolander, 1992). AuRer fir die
Knochenheilung und Angiogenese ist TGF-p fir die Entwicklung der Gewebe und
Organe zustandig und steuern Uber die FSH-Produktion die Geschlechtsreifung (Street et
al., 2000). lhre Wirkung wird durch Signalkaskaden vermittelt, welche die zelluldre

Proliferation, Differenzierung und Produktion beeinflusst (Gosain et al., 2004).

1.3.2 Bone morphogenetic protein
1965 machte Urist eine bahnbrechende Entdeckung als er erkannte, dass demineralisierte
Knochenstiicke nach Implantation eine osteoinduktive Wirkung im ektopen Gewebe
haben (Urist et al., 1967).
Erst 23 Jahre spater konnten die dafir zustandigen Proteine von Wozney isoliert werden
(Wozney et al., 1998). Es stellte sich heraus, dass diese Proteine zu der Gruppe der ,,bone
morphogenetic proteins® (BMP) gehoren, einer Subfamilie des TGF-B. Mittlerweile
wurden 30 verschiedene BMP entdeckt, die nach ihrer Struktur und Funktion in weitere
Untergruppen unterteilt werden (Gourmans et al., 2009). Zum Beispiel besitzen BMP-2,
BMP-4 bis -7 und BMP-9 eine starke osteoinduktive Wirkung, wahrend BMP-12 und -13
die Bildung von Knorpel und Sehnengewebe initiieren und BMP-3 die Knochenbildung
hemmt.
BMPs sind saure, wasserunlosliche Glykoproteine, die an den unterschiedlichsten
Geweben im Korper gebildet werden (Takaoka, 1989). Sie gehoren zu der Klasse der
Morphogene und liegen im Knochen in einer Konzentration von etwa 1 pg/kg vor (Urist,
1995). Morphogen bedeutet, dass sie in der Lage sind auf die Entwicklung und
Zelldifferenzierung Einfluss zu nehmen und an der Steuerung der Strukturformationen
beteiligt sind. Morphogene liegen in unterschiedlichen Konzentrationen vor und kénnen
in Abhédngigkeit von den Konzentrationen graduierte Funktionen ausiben. So setzt BMP
in niedriger Dosis die Differenzierung zu Knorpelgewebe in Gang, in hoher Dosis kommt
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es ohne Knorpelstadium zur Knochendifferenzierung (Niederwanger et al., 1996). Auch
die Geschwindigkeit der Knochenheilung lasst sich durch vermehrte BMP-Gabe
beschleunigen (Cook et al., 1994). Neben der Konzentrationsabhangigkeit ist BMP auch
von den Wachstumshormonen abhdngig. So bendtigt es fur eine optimale in vitro
Aktivitat 15 % fetales Kalbsblut, das eine grolRe Anzahl von Wachstumsfaktoren aufweist
(Urist, 1995). Zu den Aufgaben der BMPs zéhlt die embryonale und postfetale Knorpel-
Knocheninduktion, einschlielich der normalen Knochenmodellierung und Reparatur.
Aber auch an der Entwicklung von Nieren, Leber, Darm, Zahn, Haar, Augen, Gliedmalien
und Gehirn ist BMP beteiligt (Hogan, 1996).

Die Funktion der BMPs wird extrazelluldar durch spezielle Proteine reguliert. Diese
Proteine fuhren zur Bildung von inaktiven Komplexen, wie dem Protein Noggin, das
hemmend auf mehrkernige Makrophagen wirkt und somit dem Knochen-induktiven
Charakter der BMPs entgegenwirkt. Weitere Proteine sind: Follistatin, Gremlin, Dan und
Chordin (Garrison et al., 2006).

Intrazelluldr entfalten BMPs ihre Wirkung auf ihre Zielgene (ber spezifische
extrazellulare BMP-Rezeptoren, die intrazellulér bestimmte Signalkaskaden auslsen
(Abbildung 5) (Wrana et al., 1994). Die Zielgene werden in direkte und indirekte Gene
aufgeteilt (Reddi, 2000). Direkt bedeutet, dass BMPs sofort ihre Wirkung bei Kontakt mit
dem extrazelluldren Rezeptor entwickeln, dazu gehort das Kollagen-1. Zu den indirekten
Zielgenen zdhlen die alkalische Phosphatase, Osteocalcin, Osteopontin, ,,connective
tissue growth factor (CTGF) und die Transkriptionsfaktoren Smad-6, Smad-7 und
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (Heldin et al., 1997). Auf diese Gene wirken BMPs erst
nach langerem Kontakt mit der Zielzelle. Die haufigsten Zielzellen der BMPs sind die
pluripotenten Mesenchymzellen sowie Zellen der Osteoblastenreihe (Bessho et al., 2002).
Sie werden chemotaktisch durch die Morphogene rekrutiert und Uber die Zielgene zur
Proliferation und Differenzierung angeregt, um sich dann an der Organ-, Knochen- und
GeféalRentwicklung zu beteiligen (Heldin et al., 1997).

Die spezifischen BMP-Rezeptoren findet man bei der embryonalen Knochenbildung, bei
Knochentumoren und wéhrend der Knochenheilung. Aber auch bei der ektopen
Knochenbildung, vermittelt durch BMP-Substitution, kommen BMP-Rezeptoren vor.
Bisher sind zwei Rezeptoren bekannt (Wozney, 1998). Sie zahlen zu den

membranstédndigen Serin-/Threonin-Kinasen-Rezeptoren. Durch diese Rezeptoren wird
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die Signalkaskade in Gang gesetzt. Diese leitet Signale nach intrazellular weiter. Durch
die Bindung von Liganden konnen die Rezeptoren Gber Phosphorylierung die Smad-1, -5-
und -8- Proteine aktivieren. Smads sind Kinasen und fungieren als Mediatoren der TGF-
B-Subfamilie. Sie Ubermitteln die intrazellularen Signale auf den Zellkern. Sind diese
Kinasen aktiviert, gehen sie mittels Phosphorylierung eine Komplexbindung mit Smad-4
ein. Inhibiert wird dieser Komplex durch die Smad-Proteine -5 und -6. Somit unterliegen
die Smad-Proteine einer internen Regulation. Liegt ein Komplex vor, so bewegt er sich in
den Zellkern, um dort tber die Regulierung der Transkription auf die Genexpression
Einfluss zu nehmen. Folglich kann die Differenzierung von Zellen und die
Gewebssynthese gesteuert werden (Reddi, 2000). Zu den am besten untersuchten
Wachstumsfaktoren zéhlen BMP-2 und BMP-7. Beide haben eine starke osteoinduktive
Wirkung und befinden sich bereits seit einigen Jahren im klinischen Einsatz (Caestecker,
2001).

BMPR-II ) l"?—‘ BMPR-I

34— -
A
QEPE; 1 ( smads/7

Smadl/5/8

T

| Kem

DINA -bindende \ Smadi/5 G

Proteine

Abbildung 5: Signalkaskade der intrazellularen BMP-Wirkung (Harada, 1997).

1.3.3 Bone morphogenetic protein 7
BMP-7 (Eptotermin alpha) ist aus 139 Aminoséuren zusammengesetzt und liegt als
Heterodimer vor. Als Dimere liegen alle funktionellen BMPs vor, wohingegen die

Heterodimere viel wirkungsvoller sind. Zu diesen zahlt auRer BMP-7 auch BMP-2 (Israel
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et al., 1996). Wahrend der Embryogenese ist BMP-7 an der Entwicklung des Skeletts, des
Darmes, des Herzens, der Nieren und der Augen beteiligt. Liegt bei der embryonalen
Phase ein Mangel an BMP-7 vor, flhrt dies zu extremen Skelettdeformitaten und
Organdifferenzierungsstorungen. In der adulten Phase des Wachstums ist BMP-7 am
Knochen- und Knorpelaufbau sowie an der Regeneration des Nierengewebes beteiligt,
aber auch in der Tumorgenese ist dieses Protein involviert. Die Effizienz von BMP-7
wurde unter anderen wvon Cook n&her beleuchtet. Er untersuchte 1994 die
biomechanischen Unterschiede zwischen einem ulnaren Knochendefekt bei Hunden im
Vergleich zu einem gesunden Knochen. Dabei fand er heraus, dass ab der 12.
postoperativen Woche die biomechanische Belastbarkeit des mit BMP-7 behandelten
Knochens dem eines gesunden Knochens entspricht, wohingegen ulnare Frakturen ohne
BMP-7 nicht belastbar waren. Des Weiteren postuliert er, dass die Wirkung von BMP-7
und somit auch die Belastbarkeit des Knochens dosisabhangig seien (Cook et al., 1994).
Im Hinblick auf die Artenvielfalt ist BMP-7 nicht artspezifisch, jedoch ist die
Wirkungsstéarke zwischen den Arten variabel (Cook et al., 1994).

Die gefaRbildende Wirkung von BMP-7 wurde von Mandu-Hrit et al., (2008) untersucht.
In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass funf Wochen nach einer Frakturversorgung, am
Maximum der Knochenbildung, kein Unterschied zwischen dem Blutfluss einer mit
BMP-7 behandelten und einer ohne BMP-7 behandelten Fraktur besteht, trotz einer
verstarkten VEGF-Produktion.

BMP-7 ist heute zur Behandlung von Tibiapseudarthrosen im Klinischen Alltag
zugelassen, nachdem Friedlaender et al. (2001) den gleichwertigen Erfolg von BMP-7

Vergleich zur autologen Spongiosaplastik bei Tibiapseudarthrosen zeigen konnten.

1.3.4 Bone morphogenetic protein-2

BMP-2 (Dibotermin alpha) ist eines der h&ufigsten untersuchten und potentesten
osteoinduktiven Proteine. Dieses Glykoprotein besitzt eine atomare Masseneinheit von 32
kDa und besteht aus zwei Untereinheiten mit jeweils 114 Aminoséuren. Es z&hlt zu den
Heterodimeren und somit zu den wirkungsvolleren Proteinen.

Zu den Hauptaufgaben von BMP-2 wahrend der menschlichen Entwicklung gehort die
Regulierung der Proliferation von Mesenchymzellen. Diese Zellen sind fur die Bildung
von unterschiedlichen Geweben verantwortlich, wozu die Knochen-, Knorpel- und
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Organsysteme gehoren. Auch bei der Entwicklung des Nervensystems und des
GefaRsystems ist BMP-2 eine treibende Kraft. Liegen wahrend der Embryogenese
fehlerhafte BMP-2-Produktionen vor, fuhrt dies zu massiven Missbildungen des
Embryos. In der adulten Phase ist BMP-2 flir die Frakturheilung notwendig. Es wird am
Frakturspalt ausgeschittet und stimuliert zahlreiche Zellen, die fiir die Gewebeheilung
wichtig sind (Garrison et al., 2006). Um die Frakturheilung zu beschleunigen oder um
eine pathologische Fraktur zu therapieren, kann BMP-2 von extern appliziert werden.
Dabei sollte BMP auf eine Trégersubstanz aufgetragen werden, um die prolongierte
Freisetzungskinetik und Ortsstandigkeit zu verbessern. Als Trégersubstanz wird meistens
Kollagen Typ 1 gewahlt, da es formbar und resorbierbar ist. Es bietet eine groRe
Oberflache, dient als Grundmaterial, das fur den Knochenaufbau notwendig ist und
ermdglicht eine gleichmélige Freisetzung des Induktors. Durch die Applikation werden
BMP und das BMP-Rezeptoraufkommen erhéht und der Knochenwachstumsfaktor kann
mittels Tragermedium seine Wirkung entfalten (Govender et al., 2002).

Im Gegensatz zu dem enormen Rezeptoraufkommen bei einer Fraktur liegen im gesunden
Knochen nur sehr wenig BMP-2- und auch sehr wenige andere BMP-Rezeptoren vor
(Niikura et al., 2006).

Seit Ende der 80er Jahre wird BMP-2 rekombinant hergestellt. Diese Produktionsart ist
gunstiger als die aufwendige Isolierung von BMP aus der Knochenmatrix. Jedoch weist
die rekombinante Form eine geringere Wirksamkeit auf als die isolierte Form (Bessho,
2002). Es ist eine vermehrte Expression von BMP-2 in Osteosarkomen, Prostata-,
Plattenepithel-, Pankreas- und Ovarialkarzinomen zu finden (Langenfeld et al., 2004),
wodurch sich einige Ansétze zur Therapiemdglichkeiten ermdglichen (Govender et al.,
2002).

BMP-2 wird unter dem Handelsnamen InductOs® (Medtronic. Meerbusch) als 12 mg
Implantationskit mit einer Tragersubstanz aus bovinem Rinderkollagen-Typ-I hergestellt.
Nach einer Studie von Govender et al. (2002), in der die Uberlegene Behandlung von
BMP-2 zusammen mit Weichteilmanagement und intramedullarer Verriegelungsnagelung
gegenliber der reinen Weichteil- und Verriegelungsmarknagelung bei offenen
Tibiafrakturen dargestellt wurde, erlangte BMP-2 seine Zulassung fur die Behandlung
von offenen Tibiafrakturen zusammen mit dem unaufgebohrten

Verriegelungsmarknagelung.
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Der zweite Bereich der offiziellen Zulassung von InductOs® betrifft degenerative
Bandscheibenerkrankungen, die nach einer mindestens sechs monatigen konservativen
Behandlungsdauer mit einer anterioren Wirbelkorperfusionen zwischen L4/L5 bzw.
L5/S1 versorgt werden. In diesen Fallen ist InductOs® als Ersatz fiir die autologe
Spongiosaplastik zugelassen.

Der Einfluss von BMP-2 auf die Angiogenese ist Thema zahlreicher Studien. So
beschrieb Moser (2003), dass BMP-2 und BMP-4 fur die De-novo-Synthese der
Blutgefdlle wahrend der embryonalen Entwicklung verantwortlich sind. Bei
Unterdrickung  der ~ Wachstumsfaktoren ~ flhrt  dies zur  Stérung  der
Dottersackdurchblutung und der Herzentwicklung (Moser et al., 2003). Postnatal fiihrt
BMP-2 zu einer Zunahme der Anzahl und GroRe der GefalRe. Hemmt man die BMP-2-
Wirkung in einem BMP-2-exprimierten Tumor mittels Noggin, sinkt die
Durchblutungsrate im Tumor. Ebenso steigen die Anzahl der GefaBe und die
Durchblutung unter Verwendung von BMP-2. Die Stimulation der Angiogenese durch
BMP-2 erfolgt uber eine Phosphorylierung von Erk-1/2, einem Enzym das die
Osteoblasten und Endothelzellen aktiviert. Ahnlich wie BMP-2 sind auch andere
Subtanzen in der Lage die Endothelzellen Erk-1/2 zu stimulieren, dazu zahlen VEGF,
Fibroblasten- und epidermale Wachstumsfaktoren sowie Angiogenin (Langenfeld et al.,
2004). Die blutgefalibildende Wirkung des BMP-2 wird auch (iber die Stimulation von
VEGF vermittelt. Ein weiterer wichtiger Faktor fir die Angiogenese ist Id, ein negativer
Regulator fiir die Transkriptionsfaktoren. Er reguliert und aktiviert die Migration von
Endothelzellen. Es wurde nachgewiesen, dass BMP-6 die endotheliale Migration direkt
uber 1d1/5 auslésen kann. Jedoch konnte keine BMP-2-vermittelte Migration
nachgewiesen werden (Langenfeld, 2004). Schlussfolgernd héngt die endotheliale
Migrationswirkung des BMP vom BMP-Typ ab. Folglich hat das BMP-2 Einfluss auf die
Proliferation der Endothelzellen, kann diese aber nicht zur Migration anregen. Es liegen
jedoch bislang noch keine Studien vor, die spezifisch die Blutgefalneubildung nach

Stimulation der Knochenheilung durch BMP-2 an der Rattentibia untersucht haben.

21



Einleitung

1.4 Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird ein Rattenmodell mit Osteotomie der Tibiadiapyhse
verwendet, das entweder alleinig mit einem intramedulldren Implantat stabilisiert
(Kontrollgruppe) wird oder zusatzlich zur intramedulldren Stabilisation mit BMP-2
(BMP-2-Gruppe) behandelt wird. Anhand dieses Modells sollen folgende Fragen
beantwortet werden:

1. Wie unterscheidet sich die Frakturheilung hinsichtlich der Geschwindigkeit der
Konsolidierung der Fraktur und Knochenneubildung zwischen der Kontroll- und
der BMP-2-Gruppe?

2. Welche Unterschiede ergeben sich zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich

Ausdehnung, Verteilung und Dynamik der Angiogenese an der Tibia?

Fur beide Fragstellungen werden drei Untersuchungszeitrdume am 3., 14. und 42.
postoperativen Tag herangezogen und somit die ersten 6 postoperativen Wochen der
Knochenheilung analysiert. Fir beide Fragestellungen wurden computertomographische
und histologische Methoden, einschliel}lich der Histomorphometrie verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Der Versuch umfasste insgesamt 36 Tiere, wovon 18 Tiere fir die Kontroll- und 18 Tiere
flr die BMP- Gruppe verwendet wurden (Tabelle 4). Innerhalb jeder Behandlungsgruppe
wurden jeweils 6 Tiere pro Untersuchungszeit (Untersuchungszeitpunkte: 3., 14. und 42.
postoperativer Tag) analysiert. Das gesamte Tierversuchsvorhaben wurde vor Beginn
vom Bezirksregierungsprasidium Giel3en mit der Antragnummer Gl 20/14-Nr.22/2007

genehmigt.
3. Tag 14. Tag 42. Tag Summe
Kontrollgruppe | n=6 n=6 n=6 n=18
BMP- Gruppe [ n=6 n=6 n=6 n=18
n=36

Tabelle 4: Studiendesigne

Die Tiere des ersten Untersuchungszeitpunkts mit Euthanasie am 3. postoperativen Tag
wurden vor Euthanasie mittels VCT gescannt. VCT-Untersuchungen erfolgten am 3. und
14. postoperativen Tag fur die Tiere mit Euthanasie am 14. Tag, und am 3., 14. und 42.
Tag flr die Tiere mit Euthanasie am 42. Tag. Nach Euthanasie erfolgten die Entnahme

und die weitere Aufarbeitung der Tibia flr die histologischen Untersuchungen.
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2.2 Operative Eingriffe am Tier

2.2.1 Tierart

Im Rahmen der vorliegenden Studie werden ménnliche Charles River Ratten vom Stamm
CD verwendet (Bezugsquelle: Charles River Deutschland GmbH, Sanhofer Weg 7, 97633
Sulzfeld). Das Alter bei OP-Beginn betrdgt 16 Wochen, das durchschnittliche
Kdorpergewicht liegt bei 500 g.

2.2.2 Tierhaltung

Die Tiere werden bis zu dem OP-Tag zu viert in einem Makrolonkafig Typ Il mit
Einstreu gehalten. Postoperativ erhalt jedes Tier seinen eigenen mit Zellstoff ausgelegten
Kafig, um die Verletzungsgefahr zu minimieren. 14 Tage postoperativ werden die Ratten
wieder mit einem friiheren Ké&figpartner zusammengesetzt.

Die Ernadhrung erfolgt mit Altromin Haltungsdiat sowie Leitungswasser ad libitum. Vor
der OP besteht keine Nahrungskarenz.

Die Haltungsmodalitaten Luftfeuchtigkeit, Umgebungstemperatur, Luftaustausch sowie
Hell-Dunkel-Rhythmus werden auf konventionelle Art gewahrleistet.

2.2.3 BMP-2 und absorbierbarer Kollagenschwamm

Das in der Studie verwendete rekombinante humane BMP-2 (Dibotermin-alfa) wurde
zusammen mit dem Trégermaterial, das aus einem absorbierbaren bovinem Kollagen-
Typ-1 besteht, von der Firma Medtronic® (Memphis, USA) zur Verfigung gestellt.
Dibotermin-alfa wird rekombinant in Hamster-Ovarialzellen hergestellt und als
InductOs® in einer Gesamtdosis von 12 mg beim Menschen angewendet. Der
Wachstumsfaktor wird mindestens 15 Minuten vor Anwendung auf den
Kollagenschwamm aufgebracht und anschliefend direkt auf die Frakturstelle lokal
aufgebracht. Fiir die vorliegende Studie lag BMP-2 wie fiir InductOs® in der
Transportflasche mit einer Gesamtmenge von 12 mg pulverisiert vor (Abbildung 6). In
diese Flasche wird 6,5 ml steriles Wasser injiziert und vermischt, was einer Konzentration

von 2 mg/ml entspricht.
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Der Kollagenschwamm (bovines Kollagen-Typ 1) wird quadratisch auf 1 x 1 cm
zugeschnitten und misst eine Dicke von 0,35 cm. Dann werden vorsichtig mit Hilfe einer
Spritze 0,1 ml der BMP-2-Losung steril auf den Kollagenschwamm aufgespritzt, was
einer Gesamtmenge von 0,2 mg rhBMP-2 pro Kollagenschwamm entspricht.

Abbildung 6: BMP-2 und der absorbierbarer
Kollagenschwamm

A: Pulverisiertes BMP-2 und steriles Wasser.

B: Quatratisch zugeschnittene Kollagen-
schwammiteile mit einer Grof3e von 1x1 cm.

C: Mit einer Spritze wird das BMP-2 auf den
1x1 cm messenden Kollagenschwamm
aufgetragen.

2.2.4 Vorbereitung und Narkose
Zu Beginn erfolgt eine kurze Inhalationsnarkose in einem Exicatortopf mit 2 ml Isofluran

(Isofluran Baxxter®

. Daraufhin wird die Ratte gewogen und durch eine intraperitoneale
Injektion mit einem Gemisch aus Ketamin (Ketamin Inresa® 100 mg/kg KG
Injektionsldsung 50 mg/ml) und Xylazin 2 % (Rompun® 4 mg/kg KG Injektionslésung 5
mg/ml auf ¥ mit 0,9 % NaCl verdiinnt) wird die Narkose eingeleitet.

Der rechte Hinterlauf wird mit einem Langhaarschneider sowie einem Einmalrasierer
vorbereitet und mit Braunol (Braunderm®) desinfiziert. Die Augen werden mit Liposic®
Augensalbe versorgt. Fir die Kennzeichnung der Ratte wird eine Ohrmarkierung mittels
Lochzange vorgenommen.

Um den Narkosezustand der Ratte zu Uberprifen, wird die Ansprechbarkeit des
Zehenreflexes untersucht. Etwa 10 Minuten nach der Narkoseeinleitung kann operiert

werden. Das Versuchstier wird mit gespreizten Hinterlaufen in Rickenlage auf dem
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beheizten OP-Tisch fixiert und steril abgedeckt. Fiir eine eventuelle Nachdosierung oder
auftretende Komplikationen werden eine Spritze mit 1 ml Isofluran und eine
Sauerstoffflasche bereitgestellt. Falls die Indikation zur Antagonisierung der Narkose
besteht, wird Atipamezol (Antisedan® 5 mg/ml) mit ‘/;o der Xylazindosis verabreicht.

2.2.5 OP-Technik

Wéhrend der OP wird die Atmung der Ratte standig kontrolliert. Es erfolgt eine 2 cm
lange Hautinzision, beginnend ca. 0,5 cm proximal der Tuberositas tibiae bis zur mittleren
Tibiadiaphyse ziehend sowie die Er6ffnung des intramedulléren Tibiakanals mittels eines
11er Skalpells (Abbildung 7). Uber die er6ffnete Tuberositas tibiae wurde zunachst als
intramedulldres Implantat eine 21 G Kanile (0,8 mm AulRendurchmesser) in den
proximalen Markkanal eingebracht. Die Tibiadiaphyse wurde anschlieRend prapariert und
senkrecht zur Tibialdngsachse mittels oszillierender Sage auf mittlerer Schafthdhe
osteotomiert. Danach wurde die Kanile unter achsgerechter Reposition der beiden
Tibiafragmente in die distale Tibia eingebracht und dort stabil verklemmt. Dann wurde
der Kollagenschwamm mit dem BMP-2, auf die Osteotomiestelle aufgelegt. Dabei kam
es zu einer Uberlappung des Schwammes an der Tibiavorderkante. Es wurde auf ein
lockeres Anlegen des Schwammes geachtet, um ein ablésen des BMP vom
Tragermaterial zu vermeiden.

Nach vorsichtiger Wundreinigung mit 0,9%iger Kochsalzlosung erfolgte ein
dreischichtiger Wundverschluss mit vier subkutanen Einzelknopfnahten (Vicryl 2,0), vier

kutanen Einzelknopfnahten (Prolene 4,0) und sechs Klammern.

26



Material und Methoden

Abbildung 7: OP-Technik

A: Die proximale Tibia wird freiprépariert und eine Overholt- Klemme (weifer Pfeil) dorsal der
Tibia eingefuhrt.

B: Die Tibia wird mit einer oszillierenden S&ge (schwarzer Pfeil) auf mittlerer Schafthohe
durchtrennt. Die Overholt- Klemme (weifer Pfeil) dient als Widerlager fir die Sage.

C. Der Bruchspalt wird mit einer Kanule (schwarzer Pfeil), die als intramedulléres Implantat
verwendet wird, stabilisiert.

D: Der mit BMP getrankte Kollagenschwamm (weilRer Pfeil) wird locker um die Tibia gelegt.

27



Material und Methoden

2.2.6 Postoperative Versorgung

Postoperativ wird die Ratte mit einer subkutanen Injektion Metamizol (Metacam® 1 mi/kg
KG Injektionsldsung 5 mg/ml) und Augensalbe versorgt. Das Tier wird durch eine auf 39
°C temperierte Warmflasche und eine Wéarmelampe vor dem Auskihlen geschitzt.
Atmung, Temperatur und Bewusstsein werden zu den Zeitpunkten 0, 10, 20, 30, und 60
Minuten kontrolliert.

Nach Erlangen des Bewusstseins wird die Ratte alleine in einen mit Zellstoffbahnen
ausgekleideten Ké&fig gesetzt. Auf eine Einstreuung mit Weichholzgranulat wird
verzichtet, um ein Eindringen von Granulatsplittern zu vermeiden. Zur Schmerzstillung
erhalt die Ratte ein Trinkgemisch aus Wasser und Metamizol (Metacam® 5 ml auf 1 |

Wasser) Uber 5 Tage sowie am 3. postoperativen Tag 0,1 ml Metamizol subkutan.

2.3 Versuchsauswertung

2.3.1 Volumencomputertomografie (VCT)

Fir die Nativ- und Perfusionsscans wird der Flat-Panel-CT eXplore Locus Ultra von GE
Healthcare, London, Ontario, Kanada verwendet. Das Besondere an diesem
Kleinseriengerét ist die Verwendung eines Flatpanels zur Strahlendetektion. Es besteht
aus einem photosensitiven amorphen Silizium-Panel auf den CsJ-Nadeln in einem
speziellen Verfahren aufgebracht werden, die strahlenkollimative Eigenschaften besitzen.
Das Panel hat eine Matrixgroe von 1024 x 1024 Elementen. Der maximal scanbare
Bereich in xy-Richtung betragt 15,8 x 15,8 cm? und — je nach verwendetem Protokoll —
3,6 cm; 5,4 cm oder 10,2 cm in z-Richtung. Dieser Bereich wird als ,field of view*
(FOV) bezeichnet.

Bei den durchgefiihrten Nativscans werden bei einer Untersuchung mit 140 kVp und 10
mA  wéhrend einer Gantryrotation innerhalo von 8 Sekunden 1000
Einzelprojektionsbilder mit einer Matrixgrofle von jeweils 480 x 1024 Pixeln
aufgenommen. Das Auflosungsvermoégen des Flat-Panels betragt ca. 2,20
Linienpaaren/mm (0,045 mm) bei einer Modulationstransferfunktion von 10 %. In der xy-
Richtung sowie auch in z-Richtung liegt somit eine Auflésung von etwa 0,2 mm vor.
Damit ist die Auflésung im Vergleich zu einem in der Klinik eingesetzten Multislice-CT
in der xy-Richtung vergleichbar und in der z-Richtung um ein 3-faches hoher.
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Bei den Kontrastmittelscans betragt das FOV 15,8 x 15,8 cm? x 3,6 cm. Vom Detektor
wird eine Matrix von 1024 x 300 Elementen ausgelesen. Bei einer Gantryrotation von 1
Sekunden Dauer werden 416 Einzelprojektionsbilder aufgezeichnet. In dem verwendeten
Protokoll werden die Daten Gber 30 Sekunde hin akquiriert, d.h. es werden Daten zu
zeitlich 30 aufeinander folgenden Datenwirfeln aufgezeichnet, die dann nach der
Bildrekonstruktion zur Auswertung von dynamischen Eigenschaften zur Verfligung
stehen. Das angewendete Protokoll scannt mit 80 kVp und 60 mA.

Fur die Rekonstruktion der Bilddaten wird ein modifizierter Kegelstrahl-
Rickprojektionsalgorithmus verwendet. Die Voxelmatrix der rekonstruierten Bilder
betragt 512 x 512 x k, wobei k von der Ausdehnung des Objekts in z-Richtung abhéngt.
Die resultierenden Daten bestehen aus isotropen Voxeln und werden mit einer 12-Bit
Datentiefe als DICOM-Bilder ausgegeben. Dabei werden die Bilder haufig in einer tber
der physikalischen Auflésung hinausliegenden VergrofRerung mit einer VoxelgréRe von
bis zu 0,05 mm? rekonstruiert, denn hier ist visuell oft der beste Bildeindruck zu erzielen.
Die Bildrekonstruktion erfolgt auf einem auf LINUX basierenden PC-Cluster, mit einem
Master PC und 8 Nodes, die jeweils mit einem dualen 3,06-GHz-Xeonprozessor und 2-
GB-RAM ausgestattet sind.

Fur die Visualisierung und Auswertung der Bilder wird eine Advantage Workstation
(AW), Version 4.1 von GE Medical Systems, Buc, France mit einem Linux
Betriebssystem, einem dualen 2,2 GHz-Prozessor sowie 4-GB-RAM verwendet. Die
verwendete Software ermdglicht die Analyse der Bilder in 2D-Schnittbildern und 3D-
Volumenansichten. Bei den Nativscans werden die Funktionen VVolume Viewer (Voxtool
3.0.58c), ,,maximum intensity projection“ (MIP) und ,volume rendering“ (VR)
angewendet. Zur Auswertung der Perfussionsscans wird die Software ,,CT-Perfusion-3*
des ,,Functoll Version 2.6.0“ der AW genutzt (Hargreaves et al., 1990). Diese Software
ermoglicht die Auswertung der zeitlichen Anderung von Kontrastmittelkonzentrationen
innerhalb eines untersuchten Organismus. Hieraus kénnen funktionelle Bilder erstellt
werden, die beispielsweise Auskunft tUber Blutvolumen und Blutfluss geben kénnen
(Obert et al., 2010).

Das Perfusions-CT gibt Aufschluss tber das Verhalten von Blut im Kdrper. Um das Blut
radiologisch sichtbar zu machen wird Kontrastmittel (Peritrast Infusio 31 %) bendtigt, das

in einem Kkurzen Zeitraum intravends eingespritzt wird (4 cm3/sec). Diese Technik
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ermdglicht die Erstellung von funktionellen Bildern, die Auskunft tber das Blutvolumen,
Blutfluss und Transitzeit geben. Die Transitzeit wird in Sekunden ausgedriickt und zeigt
die durchschnittliche Zeit an, die das Blut benétigt, um vom arteriellen ins vendse System
zu gelangen. Da die Wegstrecken unterschiedlich lang sind, wird ein Mittelwert
berechnet. Der regionale Blutfluss (ml/100 g/min) reprasentiert die Blutmenge, die pro
Zeiteinheit durch das GefalRsystem fliel3t. Das regionale Blutvolumen (mI/100 g) stellt das
vorhandene Blutvolumen im Gefal3system dar. Die Bildbearbeitung des Perfusionsscan
erfolgte durch die Workstation. Fir die Auswertung werden die Schwanzarterie und die
punktierte Schwanzvene ermittelt und der Blutfluss pro Millisekunde errechnet
(Abbildung 8). Regionen des Interesses (ROI) werden bestimmt, um in diesen Bereich die
genaue Durchblutung zu errechnen (Abbildung 9). ROI 3 bezeichnet die Region der
operierten Tibia, ROI 4 ist der korrespondierende Abschnitt auf der gesunden linken
Seite. Um einen moglichst genauen Vergleich durchzufiihren, haben alle Regionen einen
Umfang von ca. 30 mm3 und werden in 3 verschiedenen Schnitthdhen bestimmt, auf
Hohe des Frakturspalts sowie ca. 1 cm proximal und distal davon. Die in der Abbildung
angegebenen Prozentzahlen geben Aufschluss Uber die Differenz der beiden Felder

zueinander. Die Deviation (Dev) stellt die Abweichung der Werte dar.
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Operierte
Tibia

Scanner-
tisch

Wasser-
rahre

Abbildung 8: Perfusionsscan: Ermittlung des Blutvolumens.

Links: Operierte Tibia ganz links im Bild. Die Wasserrohre zum Abgleich des Scanners befindet
sich unter dem Tier. Ermittlung der Schwanzarterie (1) und Schwanzvene (2).

Rechts: Abbildung des Blutvolumens x-Achse (Sekunden) ; y-Achse (Hounsfield Units) ; Arterie
(1); Vene (2)

Abbildung 9: Perfusionsscan: Ermittlung der Durchblutung
ROI 3 bezeichnet die Region der operierten Tibia, ROl 4 ist der korrespondierende Abschnitt auf
der gesunden Seite. Alle Regionen haben ein Volumen von ca. 30 mm3,
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2.3.1.1 Behandlung der Tiere fur die VCT

Die Ratte wird durch die Inhalation mit 2 ml Isofluran sediert. Daraufhin wird das
Gewicht Oberprift, um eine gewichtsadaptierte intraperitoneale Narkotisierung mit
Medetomidin-hydrochlorid einzuleiten (Domitor® 0,4 mg/kg KG Injektionslésung 1
mg/ml). Die Wirkung des Narkotikums tritt etwa nach 4 Minuten ein. Um die beiden
Schwanzvenen darzustellen erfolgt nun die Entschuppung des Schwanzes. Eine der
Venen wird mit einer Heparin-ausgespulten Kanule punktiert, zur Lagekontrolle wird
Heparin injiziert. Das Wirkungsmaximum des Domitors ist nach ca. 20 Minuten erreicht.
Die Ratte wird auf dem Scannertisch in Rickenlage fixiert und mit Augensalbe versorgt.
Die Klammern werden entfernt und das Spritzenpumpsystems (0,5 ml Peritrast Infusio 31
% und 0,65 NaCl zum Nachspiilen) wird angeschlossen. Der Perfusionsscan wird
gestartet, etwa 5 Minuten spéter folgt der Nativscan. Wahrend der beiden Scans wird die
Ratte mittels einer Warmelampe vor dem Auskihlen geschitzt. Nach den Scans wird die
Braunule gezogen, die OP-Wunde mit Braunol desinfiziert und erneut geklammert.
Entsprechend des Studienprotokolls wurden die Tiere zur Entnahme der Tibia
euthanasiert oder zur Schmerzstillung 0,1 ml Metacam subkutan verabreicht und die
Vitalzeichen postoperativ nach 10, 20, 30 und 60 Minuten kontrolliert.

Abbildung 10: Lagerung der Ratte im VCT
Wahrend des Scanvorgangs wird die Ratte auf dem Ricken liegend fixiert und an einem
Infusionssystem zur Kontrastmittelperfusion tber eine Schwanzvene angeschlossen.
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2.3.1.2 Radiologische Einteilungen der Frakturheilung
Fur die Auswertung der Scans wurde eine Einteilung mit vier Graden erstellt:
e Grad 1: keine Kallusbildung (Abbildung 11).
e Grad 2: Kallusbildung ohne vollstandige Uberbriickung der Kortikalis
(Abbildung 12).
e Grad 3: Kallushildung mit vollstindiger Uberbriickung der Kortikalis,
aber ohne komplette Durchbauung des Kallusgewebes (Abbildung 13).
e Grad 4: komplette Frakturtberbriickung und Kallusdurchbauung,
mindestens einseitige komplette Kallusdurchbauung oder beidseitig fast
komplette Kallusdurchbauung (Abbildung 14).

Die Auswertung der Scans erfolgte nach der oben erwéhnten Stadieneinteilung. Dabei
wurde besonders auf folgende Parameter geachtet: GrofRe, Formation und Dichte des
Kallusgewebes, die Durchbauung des Kallus sowie die Uberbriickung der Frakturenden.
Unter Verwendung des Statistikpaket PASW 20.0 (SPSS Inc., USA) erfolgte die
histologisch deskriptive Analyse durch ein Ranglisten- Punkte- System im Bezug auf die
kortikale Knochenbildung und Uberbriickung. Als statistisches Testverfahren wurden der
Pearson-Chi-Quadrat-Test und Fisher-Exact-Test verwendet. Das Signifikanzniveau
wurde bei beiden Tests mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von p < 0,05 definiert.
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Abbildung 11: Nativ-und-Volumenscans
Grad 1:
Keine Kallusbildung.

A: Nativscan, sagital
B: Volumenscan, sagittal
C: Nativscan,transversal.
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Abbildung 12: Nativ-und-Volumenscans
Grad 2:

Kallusbildung ohne vollsténdige Uber-
brickung der Kortikalis.

A: Nativscan, sagital
B: Volumenscan, sagittal
C: Nativscan, transversal.
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Abbildung 13: Nativ-und-Volumenscans
Grad 3:

Kallusbildung mit vollstandiger Uberbriickung
der Kortikalis, aber ohne komplette
Durchbauung des Kallusgewebes.

A: Nativscan, sagital
B: Volumenscan, sagittal
C: Nativscan, transversal.
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Abbildung 14: Nativ-und-Volumenscans
Grad 4:

Komplette Kallusdurchbauung mindestens
einsseitig oder beidseitig fast komplette
Kallusdurchbauung.

A: Nativscan, sagital
B: Volumenscan, sagittal
C: Nativscan, transversal.
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2.3.2 Totung und Probenentnahme

Nach dem Scannen werden die Ratten entsprechend des Studiendesigns getotet (siehe 2.1
Studiendesigne). Die Totung erfolgt durch eine 10-mindtige Inhalationsnarkose mit
Isofluran und anschliefendem Genickbruch.

Fir die Entnahme der beiden Tibiae werden Haut und Muskeln von dem Knochen
abprapariert, die Gelenkpartner gelést und die Tibiae enthnommen. Die Knochen werden
in ein 3 cm grofles Stiick geschnitten und in eine Fixierungslosung gelegt (4 %
Paraformaldehyd). Diese muss 24 Stunden einwirken bis die Knochen weiter verarbeitet

werden konnen.

2.3.3 Probenaufbereitung
2.3.3.1 Herstellung von 4 % Paraformaldehyd
0,2-molarer Natriumphosphatpuffer:
e saure Losung 1:
27,6 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat werden mit Aqua Bidest auf
1000 ml aufgefillt.
o alkalische Lésung 2:
35,6 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat werden mit Aqua Bidest auf
1000 ml aufgefllt.
Um einen pH von 7,3 zu erreichen, werden 230 ml der Losung 1 und 770 ml der Loésung
2 gemischt. Eine Reduktion auf 0,1-molaren Natriumphosphatpuffer wird durch die
Zugabe von mengenéquivalenten Aqua Bidest erreicht.
8 % Paraformaldehyd:
Herstellung einer Lésung von 160 g Paraformaldehyd, 8%ige Stammlésung und 2000 ml
Bidest durch Erhitzen. Zugabe von 1-molarer Natronlauge und Filtrierung der Losung.
4 % Paraformaldehyd:
Vermischung mengendquivalent 8 % Paraformaldehyd und 0,2-molaren Natrium-
phosphatpuffer.
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2.3.3.2 Beschichtung der Objekttrager mit APTEX

20 Objekttrager (OT) werden in einen Kdirvettenhalter einsortiert und ca. 1 Minute mit
Bidest gespult. Danach werden sie ca. 1 Minute mit technischem Azeton abgespiilt. Nach
einem 30-minutigen Trockenvorgang werden die OT 5 Minuten in eine 2%ige APTEX-
Losung gelegt, hergestellt aus 196 ml reinem Azeton und 4 ml 3-
Aminopropyltriethoxysilan. Unter flieBendem Wasser werden die OT abgespiilt und fur 2
Minuten in Aqua Bidest gestellt. Zum Abschluss erfolgt die Trocknung der OT (ber 24
Stunden bei 37 °C.

2.3.3.3 Paraffineinbettung

Nachdem die Tibia aus der Ratte heraus prapariert wurde, wird der Knochen uber 24
Stunden in einer 4%igen Paraformaldehydlésung eingelegt und im Anschluss mit einem
0,1 molaren Natriumphospatpuffer 6-mal gespllt. Es folgt eine 18-tdgige Entkalkung des
Knochens mit EDTA (3,4 % Tris-Base, 10 % Titriplex 111, Aqua destillata, NaKCl) auf
einem Ruttler. Wenn das Gewebe weich genug ist, kann die Entwdasserung beginnen.
Dazu wird der Knochen fiir jeweils 30 Minuten in eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %,
80 %, 96%, 100%) in Xylol I und Xylol Il gegeben. Zum Abschluss wird die Tibia 2-mal
a 30 Minuten in Paraffin eingelegt und bei -20 °C im Kuhlschrank getrocknet.

2.3.3.4 Paraffinschnitt

Mit einem Rotationsmikrotom (Leica RM 2155) sowie einen Mikrotome Blade (Feather
R35) wird in einem Schnittwinkel von 4° ein 4-6 um dicker Schnitt angefertigt. Der
Schnitt wird in ein 45 °C warmes Wasserbad gelegt und auf einen Objekttrdger gezogen.

Danach muss der aufgezogene Schnitt 24 Stunden bei 40 °C trocknen.
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2.3.3.5 Farbungen

2.3.3.5.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

Zu Beginn wird der Objekttrager mit dem Paraffinschnitt entparaffiniert. Dabei wird der
OT jeweils fir 5 Minuten in zwei Behalter mit 98 % Xylol (Carl Roth®) gelegt und
mittels einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 80% und 70%) sowie mit Aqua
destillata abgespult. Im Anschluss folgt eine 5-minitige Kernfarbung mit filtriertem
Hamalaun (Meyers Hamalaunldsung®) und eine abschlieRende Spiilung mit Aqua
destillata. Es folgt die Bindegewebsfarbung mit 1 % Eosin (Certistain®) fiir 30 Sekunden
und eine abschlieRende Spilung mit Aqua destillata. Zur Entwasserung der Schnitte dient
das Abspulen der Objekttrager in einer aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %,
100 %) und Xylol. AbschlieBend wird DePex (Gurr®) auf den Schnitt getropft und ein
Deckplattchen daraufgelegt.

Farbeergebnis: Kerne blau, Muskulatur rot, Zytoplasma hellrot, Erythrozyten leuchtend

rot, Kollagene Fasern rot, elastische Fasern blassrosa.

2.3.3.5.2 Herstellung von Toluidinblau O

Losung A: 300 ml Aqua destillata, 8 g Dinatriumtetraborat (Borat®) und 6 g Toluidinblau
(Chroma®).

Lésung B: 200 ml Aqua destillata und 2 g Pyramin G (Pyramin G®).

Toluidinblau O: Losung A und B.

Die Losungen werden jeweils fir 15 Minuten mit einem Magnetrihrer vermischt.

2.3.3.5.3 Toluidin-Farbung

Der beschichtete OT wird ebenfalls zweimal fur 5 Minuten in Xylol getrankt und im
Anschluss mit einer absteigender Alkoholreihe und Aqua destillata abgesptlt. Daraufhin
folgt die Farbung mit filtriertem Toluidinblau O fiir 20 Sekunden und der Spulvorgang
mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol. Zum Abschluss wird der Schnitt mit
DePex und einem Deckplattchen abgedeckt.

Farbeergebnis: kollagenes Bindegewebe rot, Fett grin, Muskelfasern, Knorpel und

Knochen dunkelblau, Zytoplasma schwach blau, Zellkerne deutlich blau lila.
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2.3.4 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie ist ein quantitatives Verfahren zur Analyse der
Gewebszusammensetzung und Flachenbestimmung. Dieses Verfahren ist notwendig, um
die histologischen Ergebnisse untereinander vergleichen und berechnen zu kdnnen.

Der Ablauf gliedert sich wie folgt:

1. Darstellung der histologischen Schnitte unter dem Mikroskop (Axiophot-2 Mikroskop)
mit anschlieRender Digitalisierung durch eine Kamera (DC 500, Kalibrierung AxDC 500
4S IMP 1,2) und einem Bildbearbeitungsprogramm (IM1000).

2. Ausmessung der einzelnen Gewebearten am Computer mittels einer speziellen
Software (Programm Image pro Plus) bei einer Kalibrierung von 1,25 x 1300 x 1030 4er
shot. Dazu werden in dem zu berechnendem Bereich die jeweiligen Gewebearten mit
einem Cursor umfahren, um den Anteil der Gewebe zu dem gesamten Gebiet prozentual
zu berechnen. Folglich kann die Histomorphometrie den prozentualen Anteil der
verschiedenen Gewebe in definierten Regionen wiedergeben und somit Aufschluss tber
die Lokalisation verschiedener Prozesse zeigen.

Bei unserer Studie wéhlten wir als definiertes Gebiet den Frakturspalt und die
Kallusregion. Dieses Gebiet teilten wir in sechs gleichgrole Regionen ein. Damit
modifizierten wir die Methode nach Augat (Krischak und Augat et al, 2007), bei der nur
finf Zonen verwendet wurden. Mit der Aufteilung in sechs gleichgroRe Regionen kénnen
die Zonen in zwei &ulere, zwei intermediédre und zwei innere Regionen separiert werden
und somit direkte Vergleiche gezogen werden. Als zu untersuchende Gewebearten
wahlten wir alten und neuen Knochen sowie Binde- und Knorpelgewebe. Das Ausmessen
der Muskelmasse und des Knochenmarks wurde unterlassen, da sich in dieser Studie die
Fragestellung auf die Durchblutung im Bindegewebe und Knochen bezieht.

Des Weiteren wurde die ventrale und dorsale Kallusflache berechnet. Anhand des
Verhaltnisses zwischen Gefalanzahl und der Flachenbestimmung lasst sich eine genauere
Aussage Uber das Gefalvorkommen treffen. Flr die Auswertung wurden die Praparate 3,
14 und 42 Tage postoperativ miteinander verglichen und die BMP-Gruppe der
Kontrollgruppe gegenubergestelit.

Die statistische Auswertung erfolgte wie in Kapitel 2.3.6 beschrieben.
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Abbildung 15: Darstellung der Histomorphometrie anhand eines 42-Tage-Tieres

A: Darstellung sechs gleichgroBer Zonen (Zone 1 konvexe Knochenseite ventral, Zone 6
konkave Seite dorsal). 2,5- facher VergroRerung, HE.

B: Darstellung des Kallusgewebes (schwarz) ohne Muskulatur. 2,5-facher VergroRerung,
HE.

C: Darstellung der einzelnen Gewebe innerhalb der Zonen 1-6 [neuer Knochen (grin),
alter Knochen(blau), Knochenmark im Kallus (rot)]. 2,5-facher Vergrofierung, HE.
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2.3.5 Ubersichtshistologie

Fur die Ubersichtshistologie und fiir die GefaRauszahlung lagen pro Tier 30 Schnitte vor.
Davon waren jeweils drei Schnitte mit Hamalaun-Eosin und Toluidin angeféarbt.
Insgesamt wurden 17 von 18 Tiere einbezogen, da ein 3-Tage-Tier postoperativ verstarb:
Funf 3-Tage-Tiere, sechs 14-Tage-Tiere und sechs 42-Tage-Tiere. Fir die Auswertung
wurden drei Schnitte pro Tier genauer untersucht.

Bevor die Préparate hinsichtlich der GefaRdichte untersucht wurden, fand eine subjektive
Beurteilung des histologischen Bildes unter Verwendung eines Axioskop 2 Mikroskops
statt. Dabei wurde besonders auf die Zellen geachtet, die fir eine Frakturheilung wichtig
sind. Dazu zdhlen Erythrozyten im Frakturhdmatom, Fibrozyten in der Fraktur und
Kallusregion, Osteoblasten, Chondroblasten und Entzindungszellen. Des Weiteren wurde
auf die Veranderung der Gewebszusammensetzung geachtet sowie die Lokalisation der
verschiedenen Gewebe und der vorherrschenden Zellen in den jeweiligen Geweben.
Hierzu wurden die zu untersuchenden Stellen in verschiedene Zonen eingeteilt (Tabelle 5,
Abbildung 16).

Frakturzone Sie umfasst den eigentlichen Frakturspalt,
der sich zwischen den beiden
Knochenhélften befindet. AuRerhalb der
Kortikalis geht die Frakturzone in die
Granulationszone iber.

Granulationszone Sie grenzt nach medial an die Frakturzone
und ist als laterale Verlangerung des
Frakturspalts anzusehen. Seitlich wird sie
von der Proliferationszone  einge-
schlossen.

Proliferationszone Sie begrenzt nach proximal und distal die
Fraktur- und Granulationszone. Als Breite
der Zone wurde eine ZahlrastergroRe in
der zwanziger VergroRerung definiert.
Dies entspricht circa eine Breite von 0,57
mm.

Tabelle 5: Einteilung der Zonen fur die histologische Auswertung
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Abbildung 16: Darstellung der Analysezonen.

A:Schematische Darstellung der Auswertungszonen modifiziert nach Wildemann

et al. (2005)

B: Frakturausschnitt am 42. Tag ohne eingezeichnete Zonen. 2,5-facher VergroRerung, HE.
C: Frakturausschnitt am 42. Tag mit eingezeichneten Zonen [Frakturzone (griin),
Granulationszone (schwarz), Proliferationszone (blau)]. 2,5-facher VergréRRerung, HE.
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2.3.6 Blutgefalineubildung
Die Auswertung erfolgte mithilfe des Photomikroskops von Zeiss Typ Axioskop 2. Wie
in Abbildung 16 skizziert, wurden die Schnitte in die jeweiligen drei Zonen unterteilt.
Innerhalb dieser Zonen wurden die Gefalie bei zwanzigfacher VergroRerung mittels eines
Zahlrasters gezahlt. Als Einschlusskriterien galten:

e Alle runden, ovalen oder langsgetroffenen leeren Strukturen, bei denen sich in

der Umrandung eine Endothelzelle oder eine dickere Wandung zeigt.

o Gefale, die mit mehr als 50 % ihrer Flache in dem zu zahlenden Bereich liegen.

e Alle GeféRe, die nicht im Knochenmark oder in der Muskulatur liegen.
Zur Bestimmung der Blutgefaneubildung wurde eine GefaRauszéhlung mit der
Auswertung von drei  Schnitten pro Tier ausgewertet. Flr die GefalRauszahlung wurden
pro Tier drei Schnitte ausgewertet. Dabei wurden die bei der Ubersichthistologie
verwendeten Préparate benutzt. Die Anzahl der Gefalle der drei Schnitte wurde addiert
und durch drei dividiert.
Unter Verwendung des Statistikprogramms SPSS 18 erfolgte die statistische Auswertung
der gezahlten Gefalle. Als statistisches Testverfahren wurden der Mann-Whitney-U-Test
und der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Der Mann-Whitney-U-Test Uberpruft die
Signifikanz zweier Merkmaler. Um mehrere Merkmale ordinal skaliert auf ihre
Ubereinstimmung zu untersuchen, wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau wurde bei beiden Tests mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von p <
0,05 definiert.
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3. Auswertung

3.1 Nativ- und Volumenscans

3.1.1 Vergleich zum Zeitpunkt Tag 3, Tag 14 und Tag 42

In Tabelle 6 und Abbildung 17 wird der Heilungsverlauf in der Kontroll- und BMP-
Gruppe zum Zeitpunkt Tag 3, Tag 14 und Tag 42 dargestellt. In der Kontrollgruppe
reduziert sich die Gesamtanzahl der Scans zu jedem der drei Zeitpunkte um ein Scan, da
ein Tier der 42-Tages-Gruppe postoperativ verstorben ist. In der BMP-Gruppe ist ein Tier
der 3-Tages-Gruppe postoperativ verstorben. Dadurch konnten in dieser Gruppe nur
siebzehn von achtzehn geplanten Scans durchgefiihrt werden. In der 14-Tages-BMP-
Gruppe konnten aufgrund von Bewegungsartefakten nur elf von zwdlf Scans bewertet
werden. Beim Vergleich der Kontroll- mit der BMP-Gruppe zu jedem einzelnen
Untersuchungszeitpunkt I&sst sich erkennen, dass sich an Tag 3 alle Tiere beider Gruppen
im Stadium 1 befunden haben. Am Tag 14 haben sich in der Kontrollgruppe vier von elf
Tieren im Stadium 2 und sieben Tiere im Stadium 3 befunden. Zu diesem Zeitpunkt
lassen sich zwei von elf Tieren der BMP-Gruppe im Stadium 2 und neun Tiere im
Stadium 3 wiederfinden. Dieser Unterschied ist ohne statistische Signifikanz (p=0,54).
Eine signifikant fortgeschrittene Heilung lasst sich am Tag 42 fur die BMP-Gruppe (zwei
von sechs Tieren im Stadium 3 und vier Tiere im Stadium 4) gegenuber der

Kontrollgruppe (funf von funf Tieren im Stadium 3) zeigen (p=0,045).

46



Auswertung

[Grad [Grad | Grad | Grad | Gesamt- Signifikanzwerte
1 2 3 4 anzahl p=
3-Tage- 17 0 0 0 17*
Kontrollgruppe
3-Tage- 17 0 0 0 17%* 0.757
BMP-Gruppe
Total 3 Tage 32 o 0 0 34
14-Tage- | 0 4 7 0 e
Kontrollgruppe
14-Tage- 0 2 9 0 11%** 0,540
BMP-Gruppe
Total 14 Tage E 6 16 0 22
42-Tage- | 0 0 5 0 5~
Kontrollgruppe
42-Tage- 0 0 2 4 6 0,045
BMP-Gruppe
Total 42 Tage 0 0 7 4 11

Tabelle 6: Vergleich der Knochenheilung anhand der Nativ- und Volumenscans zwischen
Kontroll- und BMP-Gruppe an Tag 3, 14 und 42

Ein signifikanter Unterschied besteht am 42. postoperativen Tag zwischen

den beiden Gruppen (p = 0,045).

*Ein 42-Tage-Tier der Kontrollgruppe ist verstorben, somit Reduktion aller Scans um ein Tier.
**Ein 3-Tage-Tier der BMP- Gruppe ist wahrend der OP verstorben.

***Ejn Tier konnte aufgrund starker Bewegungsartefakte nicht gewertet werden.

3.1.2 Vergleich des zeitlichen Heilungsverlaufs

Tabelle 7 und Abbildung 17 beschreiben den Heilungsverlauf vom 3. bis zum 42.
postoperativen Tag in der Kontroll- und BMP-Gruppe (3.Tag vs. 14.Tag; 14. Tag vs. 42.
Tag; 3. Tag vs. 42. Tag). Insgesamt sind flinfzehn Scans (fiinf Tiere) der Kontrollgruppe
und achtzehn Scans (sechs Tiere) der BMP-Gruppe untersucht worden. Um den zeitlichen
Verlauf zu beurteilen, sind nur die Tiere einbezogen worden, die alle drei Scans (3., 14.
und 42. Scan Tag) durchlaufen haben. Die Differenz von drei Scans in der Kontrollgruppe
ist durch das postoperative Versterben eines Tieres der 42-Tages-Gruppe entstanden.

Es kann festgestellt werden, dass die kndcherne Heilung beider Gruppen zeitabhéngig
zunimmt. In der BMP-Gruppe haben vier von sechs Tieren eine vollstdndige kndcherne
Heilung (Grad 4) erreicht. Dieser Grad ist von keinem Tier der Kontrollgruppe erreicht
worden. Sowohl in der Kontroll- als auch in der BMP-Gruppe kann eine statistisch
signifikante Heilungszunahme zwischen dem 3. vs. 14. Tag, dem 14. vs. 42. Tag und dem

3. vs. 42. Tag konstatiert werden (p=0,00001).
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Grad | Grad | Grad | Grad | Gesamt- | Signifikanzwerte

1 2 3 4 anzahl p=<
3-Tage- 5 0 0 0 5*
Kontrollgruppe
14-Tage- | 0 2 3 0 5* 0.001

0.001

Kontrollgruppe 0.001
42-Tage- 0 0 5 0 5* '
Kontrollgruppe |
Kontrollgruppe | 5 2 8 0 15
total
3-Tage-BMP- | 6 0 0 0 0
Gruppe
14-Tage-BMP- | 0 1 5 0 6 0.001 0.001
Gruppe 0.001|
42-Tage-BMP- 0 0 2 4 6 '
Gruppe
BMP-Gruppe 6 1 7 4 18
fotal

Tabelle 7: Vergleich des kndchernen Heilungsverlaufs anhand der Nativ- und Volumenscans
zwischen Tag 3, 14 und 42 jeweils fur die Kontroll- und BMP Gruppe

Signifikante Unterschiede liegen in beiden Gruppen zu allen Messpunkten vor.

*Ein 42-Tage-Tier der Kontrollgruppe ist verstorben, somit Reduktion aller Scans um ein Tier.

100% MW Grad 1
90% ' o m Grad 2
80% ' ’ mGrad 3
70% '

60% ‘ ' Grad 4
50% ' ’
40% ’ ’
30% ’ ’
20% ’ ‘
10% ’ Grad 4
0% Grad 3
37 Grad 2
age Ta
ge Grad 1
ontrolle BMP K104n-:fogltlee 14 Tage 42 Tage
BMP Kontroglle 42 Tage
BMP

Abbildung 17: Vergleich des kndchernen Heilungsverlaufs zwischen Tag 3, 14, 42
jeweils fir die Kontroll- und BMP-Gruppe

x-Achse: Scans am 3., 14. und 42. postoperativen Tag, Kontroll- und BMP-Gruppe
y-Achse: Gradeinteilung der Kallusbildung von 1-4

z-Achse: Anteil der Tiere in der jeweiligen Gradeinteilung
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3.2 Perfusionsscans

Auszlige der Perfusionsscans werden in Abbildung 18 A-C wiedergegeben. Differenziert
wird hinsichtlich der Scanzeiten (3., 14. und 42. Tag), des Frakturspalts (1 cm oberhalb,
auf Hohe und 1 cm unterhalb des Frakturspalts) und der funktionellen Parameter
(Blutfluss, Blutvolumen und Transitzeit).

Die korrespondierenden Abschnitte der operierten Seite (ROI 3) und der nichtoperierten
Seite (ROI 4) werden anhand der Prozentzahlen, die Aufschluss tber die Differenz
zwischen den Feldern geben, und der Deviation der Werte (Dev) hinsichtlich der
funktionellen Parameter Blutfluss, Blutvolumen und Transitzeit verglichen.

Beim Vergleich der Prozentzahlen und Deviationen der Parameter lassen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der operierten und der nichtoperierten Seite
erkennen. Bei allen Tieren und zu allen Scanzeiten (3, 14 und 42 Tage) zeigen sich an den
drei Messpunkten der Tibia an der operierten und nichtoperierten Seite stets ein
vergleichbarer Blutfluss (Abbildung 18 A), ein vergleichbares Blutvolumen (Abbildung
18 B) und eine vergleichbare Transitzeit (Abbildung 18 C).

Wird davon  ausgegangen, dass die nichtoperierte  Seite zu allen
Untersuchungszeitpunkten und in beiden Gruppen vergleichbar ist, lassen sich durch die

Perfussionsscanmethode keine Unterschiede in der VVaskularisation visualisieren.
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Abbildung 18: Perfusionsscans der BMP-Gruppe

A: Blutfluss 3 Tage postoperativ 1 cm oberhalb des Frakturspalts
B: Blutvolumen 42 Tage postoperativ Hohe des Frakturspalts
C:Transitzeit 14 Tage postoperativ 1cm unterhalb des Frakturspalts
Es lassen sich keine Vaskularisationsunterschiede zwischen den
beiden Seiten erkennen.
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3.3 Histomorphometrie der Gewebszusammensetzung

3.3.1 Prozentuale Gewebszusammensetzung

Die prozentuale Zusammensetzung von neugebildetem Knochen, altem Knochen,
Knorpel, Bindegewebe und BMP-Kollagenvlies an der Gesamtflache der AuRenzone
ventral (Zone 1), Intermediarzone ventral (Zone 2), Innenzone ventral (Zone 3),
Innenzone dorsal (Zone 4), Intermedidrzone dorsal (Zone 5), AulRenzone dorsal (Zone 6)
ist den Abbildungen 19-24 zu entnehmen.

Fir eine Gbersichtliche Darstellung werden die beiden jeweils korrespondierenden Zonen,
Zonen 1 und 6 als AuBenzonen, Zonen 2 und 5 als Intermedi&rzonen und Zonen 3 und 4
als Innenzonen, zusammengefasst (Abbildung 25).

Insgesamt lasst sich in der BMP-Gruppe bereits von Tag 3 an eine weiter fortgeschrittene
Frakturheilung als in der Kontrollgruppe beobachten. Hierflr sei angefiihrt, dass an Tag 3
in der BMP-Gruppe bereits Bindegewebsformationen zu erkennen sind, wahrend in der
Kontrollgruppe nur alte Knochenformationen zu verzeichnen sind. Signifikante Werte
liegen fir die AuBen- und Intermedidrzonen vor (AuBenzonen: p= 0,004,
Intermedidrzonen: p=0,03).

Am Tag 14 ist in der BMP-Gruppe der Anteil des neugebildeten Knochens in allen Zonen
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (Aufienzonen: p= 0,004, Intermedidrzonen: p=
0,025, Innenzonen: p= 0,007). Hingegen liegt in der Kontrollgruppe im Vergleich zur
BMP-Gruppe ein signifikant erhohter Knorpelanteil in den Intermedidr- und Innenzonen
vor (Intermedidrzonen: p= 0,002, Innenzonen: p= 0,026). Am Tag 14 ist auch der
Bindegewebsanteil in der Kontrollgruppe gegentber den korrespondierenden Flachen der
BMP-Gruppe deutlich erhéht. Signifikante Werte bestehen fur die AuBen- und
Intermedidrzonen (AulRenzonen: p= 0,004, Intermedi&rzonen: p=0,002)

Fir den Tag 42 konnen im Vergleich zwischen der Kontroll- und der BMP-Gruppe
hinsichtlich des neugebildeten Knochens und des Bindegewebes keine signifikanten
Unterschiede verzeichnet werden. Jedoch zeigt sich ein signifikant erhohtes
Knorpelaufkommen in allen Zonen der Kontrollgruppe gegentiber der BMP-Gruppe
(AuRenzonen: p= 0,005, Intermedidrzonen: p= 0,009, Innenzonen: p= 0,015).
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Zone 6 '
Zone 5
Zone 4 M alter Knochen
Zone 3 Bindegewebe
Zone 2 m Kollagenvlies
Zone 1
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Abbildung 19: Gewebszusammensetzung Tag 3 in der BMP-Gruppe

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel, Bindegewebe
und Kollagenvlies) der Zonen 1-6 (Zone 1: AuBenzone ventral, Zone 2: Intermediérzone ventral,
Zone 3: Innenzone ventral, Zone 4: Innenzone dorsal, Zone 5: Intermedidrzone dorsal, Zone 6:
Auienzone dorsal) in der BMP-Gruppe am 3. postoperativen Tag

Zone 6
Zone 5
Zone 4
Zone 3 M alter Knochen
Zone 2
Zone 1l

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 20: Gewebszusammensetzung Tag 3 in der Kontrollgruppe

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel und
Bindegewebe) der Zonen 1-6 (Zone 1: AuRenzone ventral, Zone 2: Intermediérzone ventral, Zone
3: Innenzone ventral, Zone 4: Innenzone dorsal, Zone 5: Intermedidrzone dorsal, Zone 6:
Aufenzone dorsal) in der Kontrollgruppe am 3. postoperativen Tag

Zone 6
M neuer Knochen
Zone 5
Zone 4 M alter Knochen
Zone 3 J B Knorpel
Zone 2 | Bindegewebe
Zonel .
! ! ! ! } H Kollagenvlies
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 21: Gewebszusammensetzung Tag 14 in der BMP-Gruppe

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel, Bindegewebe
und Kollagenvlies) der Zonen 1-6 (Zone 1: AuBRenzone ventral, Zone 2: Intermediérzone ventral,
Zone 3: Innenzone ventral, Zone 4: Innenzone dorsal, Zone 5: Intermedidrzone dorsal, Zone 6:
Aulenzone dorsal) in der BMP-Gruppe am 14. postoperativen Tag
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Abbildung 22: Gewebszusammensetzung Tag 14 in der Kontrollgruppe

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel und
Bindegewebe) der Zonen 1-6 (Zone 1: Aulienzone ventral, Zone 2: Intermedidrzone ventral, Zone
3: Innenzone ventral, Zone 4: Innenzone dorsal, Zone 5: Intermedidrzone dorsal, Zone 6:
Aufienzone dorsal) in der Kontrollgruppe am 14. postoperativen Tag

Zone 6 H neuer Knochen
Zone 5
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Zone 3 H Knorpel
Z 2
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Abbildung 23: Gewebszusammensetzung Tag 42 in der BMP-Gruppe

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel, Bindegewebe
und Kollagenvlies) der Zonen 1-6 (Zone 1. AuRRenzone ventral, Zone 2: Intermediérzone ventral,
Zone 3: Innenzone ventral, Zone 4: Innenzone dorsal, Zone 5: Intermedidrzone dorsal, Zone 6:
Aufenzone dorsal) in der BMP-Gruppe am 42. postoperativen Tag
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Abbildung 24: Gewebszusammensetzung Tag 42 in der Kontrollgruppe

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel und
Bindegewebe) der Zonen 1-6 (Zone 1: AuBenzone ventral, Zone 2: Intermedidrzone ventral, Zone
3: Innenzone ventral, Zone 4: Innenzone dorsal, Zone 5: Intermedidrzone dorsal, Zone 6:
Aufienzone dorsal) in der Kontrollgruppe am 42. postoperativen Tag
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Abbildung 25: Gewebszusammensetzung

Prozentuale Verteilung der Gewebearten (neuer Knochen, alter Knochen, Knorpel, Bindegewebe,
Kollagenvlies) am 3., 14. und 42. postoperativen Tag im Vergleich BMP-Gruppe versus
Kontrollgruppe, AuRenzonen (Zonen 1+6), Intermediérzonen (Zone 2+5), Innenzone (Zone 3+4)
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3.3.2 Kallusflachenbestimmung

Die Abbildung 26 gibt den prozentualen Kallusanteil, bezogen auf die gesamte
Analyseflache der histomorphometrischen Gewebszusammensetzung, wieder.

Der Vergleich innerhalb der BMP-Gruppe an den Tagen 14 und 42 zwischen dem
ventralen und dorsalen Kallus ergibt an beiden Tagen eine signifikante Erhéhung des
ventralen Kallusanteils (Tag 14: p= 0,004, Tag 42: 0,041). In der Kontrollgruppe
hingegen erbringt der Vergleich zwischen dem ventralen und dorsalen Kallusanteil am 14.
und 42. Tag eine signifikante Erhohung des dorsalen Kallusanteils an beiden Tagen (Tag
14: p= 0,041, Tag 42: p=0,032).

Durch die Gegenuberstellung der Kontroll- und BMP-Gruppe hinsichtlich der dorsalen
und ventralen Kallusflachen am 14. und 42. Tag kann eine signifikant groRere ventrale
Kallusflache in der BMP-Gruppe an beiden Tagen festgestellt werden (Tag 14: p= 0,002,
Tag 42: p=0,004). Die dorsale Kallusflache weist bei diesem Vergleich keine Signifikanz

auf.
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Abbildung 26: Prozentuale Kallusflache von Kontroll- und BMP-Gruppe

in Bezug auf die gesamte Analysefléche der Histomorphometrie

Vergleich Kontrollgruppe (roter Boxplot) und BMP-Gruppe (blauer Boxplot) am 14. und 42.
postoperativen Tag sowie Vergleich zwischen dem ventralen und dorsalen Kallusanteil

* bezeichnet einen signifikanten Unterschied bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05

** bezeichnen einen hochsignifikanten Unterschied bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01
**stellen AusreiBer dar
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3.4 Histologie der Frakturheilung

3.4.1 Frakturzone

Die Frakturzone der 3-Tage-Tiere kann schlecht beurteilt werden, da das Préparat
aufgrund der mangelnden Durchbauung des Frakturspalts sehr instabil gewesen und
beim Schneiden entlang des Spaltsgebrochen ist.

Zentral wird die Frakturzone von Knochen und Knochenmark begrenzt. Nach peripher
geht sie in die Granulationszone uber. Als vorherrschende Zellen sind die im
Knochenmark vorkommenden Retikulum-, Fett- und Endothelzellen sowie die Zellen
des Blutsystems (Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten) zu finden. Vereinzelt
liegen Knochenspane in der Frakturzone, die auf die Operationsmethode
zuriickzufuhren sind. Des Weiteren kann ein Leerdefekt in den Préparaten beobachtet
werden, der durch das Entfernen des Implantats verursacht worden ist. Ein Unterschied
zwischen Kontroll- und BMP-Gruppe ist zu diesem Zeitpunkt nicht zu erkennen.

Bei den 14-Tage-Tieren der BMP-Gruppe (Abbildung 28) kénnen zusétzlich zu den
erwéahnten Zellen und Geweben Osteozyten und neuer Knochen entdeckt werden.
Zudem liegen vereinzelt Chondrozyten am duRReren Rand des nach lateral offenen
trichterformigen Frakturspalts vor. Besonders erhoht sich der Anteil an Chondrozyten
bei den Tieren mit verbreitertem Frakturspalt (Abbildung 31/32), aber den grofiten
Anteil von Zellen am peripheren Frakturspalt bilden die Fibroblasten. Der
Gefalldurchmesser ist gegentiber den GeféaRen in der Proliferationszone geringer.

In der Kontrollgruppe liegen mehr Knorpelzellen und Bindegewebszellen vor
(Abbildung 27). Der Anteil von Knochenzellen ist geringer. Es liegen viele kleine
Geféle vor.

Bei den 42-Tage-Tieren der BMP-Gruppe schwindet der Bindegewebs- und
Knorpelanteil und wird von neuem Knochen ersetzt (Abbildung 30). Die Anordnung
der Gewebsanteile ist geordneter als bei den 14-Tage-Tieren und néhert sich stark einer
normalen Knochenstruktur an. Die GefaBmenge nimmt gegeniiber dem 14. Tag ab und
der GefalRdurchmesser zu.

Die Kontrollgruppe weist einen hoheren Bindegewebs- und Knorpelanteil auf
(Abbildung 29).
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Abbildung 27: Ubersichtshistologie Tag 14 Kontrollgruppe
Darstellung des Frakturbereichs am 14. Tag postoperativ in 2,5-facher VergroRerung, HE

Abbildung 28: Ubersichtshistologie Tag 14 BMP-Gruppe
Darstellung des Frakturbereichs am 14. Tag postoperativ in 2,5-facher Vergréfierung, HE
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Abbildung 29: Ubersichtshistologie Tag 42 Kontrollgruppe
Darstellung des Frakturbereichs am 42. Tag postoperativ in 2,5-facher VergroRerung, HE

Abbildung 30: Ubersichtshistologie Tag 42 BMP-Gruppe
Darstellung des Frakturbereichs am 42. Tag postoperativ in 2,5-facher VergréRerung, HE
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3.4.2 Granulationszone

Die Granulationszone, die die Fortsetzung des lateralen Frakturspaltrands darstellt,
bestent am 3. postoperativen Tag der BMP-Gruppe hauptsédchlich aus einem
Frakturhdmatom mit Erythrozyten und eingestromten Entziindungszellen sowie
Bindegewebe mit abgeschilferten Knochenspénen. Vereinzelt kénnen auch GeféalRe und
Reste des Kollagenvlieses entdeckt werden. Eine Kallusbildung ist zu diesem Zeitpunkt
noch nicht erkennbar.

Die Kontrollgruppe weist mit Ausnahme des nicht vorhandenen Kollagenvlieses und
weniger Bindegewebe ein vergleichbares Bild auf.

Die Préaparate der BMP-Gruppe des 14. postoperativen Tages (Abbildung 27) zeigen
eine grolRe, nach peripher konvexe Zunahme der Granulationszone, die sich aus Binde-,
Knorpel- und Knochengewebe zusammensetzt. Auch hier zeichnet sich ein positives
Verhéltnis zwischen dem zentral befindlichen Knorpelanteil und der Breite des
Frakturspalts ab (Abbildung 31/32). Der Knochenanteil ist an den Grenzen zur
Proliferationszone am gréfRten und wird zentral in der Granulationszone vom
Bindegewebe mit einem hohen GeféRaufkommen abgeldst. Beim Vergleich zwischen
der ventralen und dorsalen Granulationszone erweist sich die ventrale Zone gegenuber
der dorsalen Zone gréRenmaRig tberlegen. Demgegeniber kann nachgewiesen werden,
dass der GeféaRanteil in der dorsalen Granulationszone hoher ist als in der ventralen
Zone (Tabelle 8). Das bei den 3-Tage-Tieren beobachtete Hamatom ist vollkommen
abgebaut, und die Entzindungszellen haben sich drastisch reduziert. Als
Hauptlokalisation der verbliebenen Entziindungszellen kann das zentral gelegene
Bindegewebe der Granulationszone ausgemacht werden, sowie mehrkernige
Makrophagen bis maximal drei Kernen. Der Kollagenvliesanteil ist im Vergleich zu den
anderen Zonen groRer. Die Hauptlokalisation des Kollagenvlieses befindet sich am
lateralen Rand der ventralen Granulationszone.

In der Kontrollgruppe liegt ebenfalls eine starke Zunahme der Granulationszone vor
(Abbildung 27). Die Zone endet in der Peripherie stark konvex. Zudem kann ein hoherer
Knorpelanteil bei breiteren Frakturspalten gefunden werden. Der Anteil von
Chondrozyten und Fibrozyten ist hoher, der Anteil an neuem Knochen geringer. Auch
hier zeichnet sich das Maximum der Ossifikation innerhalb Granulationszone am Rande

der Proliferationszone ab. Im Unterschied zur BMP-Gruppe ist die ventrale
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Granulationszone kleiner als die dorsale. Das GefaRaufkommen liegt deutlich unter dem
der BMP-Gruppe (Tabelle 8).

Abbildung 31: Schmaler Frakturspalt eines 14-Tage-Tieres

Der Frakturspalt (gelber Pfeil) stellt sich sehr schmal dar. Knorpelgewebe (griiner Pfeil) I&sst sich
am duReren Kallusrand erkennen. Zentral liegt kaum Knorpelgewebe vor. BMP-Gruppe, 2,5-fache
Vergrolierung, HE

Abbildung 32: Breiter Frakturspalt eines 14-Tage-Tieres
Breiter Frakturspalt (gelber Pfeil), viel Knorpelbildung (griiner Pfeil); BMP-Gruppe, 2,5-fache
VergroRerung, HE
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42 Tage nach der Operation hat sich in der BMP-Gruppe die Grole der
Granulationszone wieder verringert. Die Peripherie hat sich abgeflacht. Auch der
Bindegewebsanteil ist wieder gesunken. Hauptséchlich besteht die Zone aus neuem
Knochen sowie vereinzelten Bindegewebs- oder Knochenmarkinseln mit vielen
mehrkernigen Makrophagen. Diese Zellen weisen ca. vier bis sechs Kerne auf,
wohingegen am 14. Tag nur Makrophagen mit maximal drei Kernen gefunden worden
sind. Knorpelgewebe ist sehr selten zu sehen ebenso Anh&ufungen von
Entzundungszellen.

Das Kollagenvlies ist als solches nicht mehr zu erkennen, jedoch weisen die Préparate
eine starke Ansammlung von mehrkernigen Makrophagen auf, die sich vorrangig im
ventralen Granulationsgebiet befinden, also an dem Ort, an dem der Vliesanteil am
hdchsten gewesen ist (Abbildung 33).

Die Kontrollgruppe weist einen héheren Anteil an Knorpel- und Bindegewebszellen
auf. Die Granulationszone ist im Verhéltnis zur BMP-Gruppe gréRer. Mehrkernige
Makrophagen sind vereinzelt an Knocheninseln zu sehen und besitzen meist zwei bis

drei Kerne.
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Abbildung 33: Frakturbereich in Nachbarschaft zum Kollagenvlies am 42. postoperativen Tag der
BMP-Gruppe

A: Links und rechts oben alter Knochen, dazwischen verkndcherter Frakturspalt, nach unten
angrenzender Kallus mit grofien Knochenmarkinseln und neuem Knochen, am unteren Rand des
Kallus Bindegewebsanhaufung; BMP-Gruppe, 2,5-fache VergréRerung, HE

B: Ausschnitt aus der Granulationszone am 42. postoperativen Tag, VergroRerung der
Bindegewebsanhdufung am Kallusrand, aufféllig sind grofe Zellansammlungen. BMP-Gruppe,
10-fache Vergrdlierung, HE

C: Ausschnitt aus Granulationszone am 42. postoperativen Tag, mehrkerniger Makrophag (roter
Pfeil) bei der Aufnahme von Resten des Kollagenvlieses (gelber Pfeil). Des Weiteren sind
Bindegewebszellen, GefaRe und Erythrozyten abgebildet. BMP-Gruppe, 100-fache Vergroerung,
HE
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3.4.3 Proliferationszone

Die Proliferationszone ist die seitliche Fortsetzung der Granulationszone und beinhaltet in
der BMP-Gruppe am 3. postoperativen Tag normales Knochengewebe. Oberhalb des
Periosts sind die AusmaRe des Frakturhdmatoms und Entziindungsreaktionen wie der
Einstrom von Leukozyten zu erkennen. Zusatzlich werden Fibroblasten und das
Kollagenvlies nachgewiesen. Zudem liegen im Verhaltnis zu den anderen Zonen in der
Proliferationszone mehr Gefalie (Tabelle 8). und ein gréReres GefalRvolumen vor.

In der Kontrollgruppe ist ebenfalls ein Frakturh&matom mit umgebender
Entziindungsreaktion nachgewiesen. Fibroblasten sind weniger vorhanden. Gefale sind
nicht zu erkennen.

14 Tage nach der Operation ist die ventrale Proliferationszone der BMP- Gruppe grof3er
als die dorsale. Die periostale Verknocherung geht vom lateralen Anteil der
Proliferationszone aus und setzt sich nach zentral in Richtung der Granulationszone fort,
wahrend in der Granulationszone meist noch keine periostale Verbindung zwischen
neuem und altem Knochen besteht (Abbildung 34). Zwischen den neugebildeten Knochen
befinden sich wie in der Granulationszone Anteile von Knochenmark- und
Bindegewebsinseln. Das vorherrschende Zellbild am 14. Tag wird von Osteoblasten,
mehrkernigen Makrophagen, Fettzellen und Fibrozyten gepragt. Der Bindegewebsanteil
ist besonders in der zentral gelegenen Proliferationszone grof3, wohingegen der
Knochenmarkanteil im neugebildeten Knochen in der Peripherie verstéarkt auftritt.
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Abbildung 34: Ausschnitt aus der Proliferationszone eines 14- Tage-Tieres der BMP-Gruppe
A: Darstellung der Gewebsanteile des Kallus am 14. postoperativen Tag, zentral am Frakturspalt
und in der Granulationszone grofRer Anteil an Bindegewebe, in der Peripherie und
Proliferationszone grofler Anteil von neuem Knochen und Knochenmark, Vorliegen von
periostalen Verbindungen zwischen neuem und altem Knochen in der Proliferationszone. Keine
kndcherne Verbindung zwischen altem Knochen und Bindegewebe in der Granulationszone;
BMP-Gruppe, 2,5-fache VergroRerung, HE

B: Ausschnitt der lateralen Proliferationszone eines 14-Tage-Tieres; alter Knochen (schwarzer
Pfeil), periostale Knochenauslaufer (gelber Pfeil), Knorpelzellen (gelb Pfeil), Bindegewebsinseln,
von neuem Knochen umgeben (blauer Pfeil); BMP-Gruppe, 10-fache VergréfRerung, HE
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Der Knorpelanteil in der Proliferationszone, bezogen auf den Durchschnitt der beurteilten
Praparate, ist gering, lediglich am lateralen Kallusrand und somit meist auRerhalb der
Proliferationszone liegen Anteile von Knorpelgewebe vor.

Allgemein kann festgestellt werden, dass die Hauptlokalisation der Knorpelbildung
zentral, frakturspaltnah liegt und eine positive Korrelation zwischen Frakturspaltbreite
und Knorpelmenge besteht.

In der Kontrollgruppe befinden sich mehr Fibroblasten und Chondrozyten, hingegen gibt
es weniger mehrkernige Makrophagen und Osteoblasten. Auch das GefaBaufkommen ist
geringer. Die Hauptlokalisationen fur das Knorpelgewebe und der Beginn der
Ossifikationen sind identisch.

Am 42. postoperativen Tag der BMP-Gruppe ist die Proliferationszone weiterhin ventral
grolRer, aber im Vergleich zum 14. Tag etwas kleiner. Der Kallus ist besonders in der
Peripherie weitestgehend verkndchert und gegenlber dem 14. postoperativen Tag stark
abgeflacht und breitbasiger (Abbildung 35/36). Zentral im Kallus kann in den meisten
Schnitten ein groRer Anteil Knochenmark verifiziert werden. Bindegewebe, Knorpel und
Gefale sind im Vergleich zum 14. postoperativen Tag kaum vorhanden (Tabelle 8),
jedoch ist das VVolumen der Gefale groiier.

In der Kontrollgruppe kann auch eine Kallusabflachung verzeichnet werden (Abbildung
27). Fibroblasten und Chondroblasten sind im Vergleich zur BMP-Gruppe in héherer
Anzahl vorhanden. Auch die GeféaRdichte ist in der Kontrollgruppe deutlich héher.
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Abbildung 35: Kallus 14 Tage postoperativ
Darstellung der Gewebsanteile des Kallus 14 Tage postoperativ, Kallus mit hohem
Bindegewebsanteil, Frakturspalt noch nicht knochern durchbaut, auf der oberen Seite keine

kndcherne Verbindung zwischen Granulationszone und Kallus; BMP-Gruppe, 2,5-fache
Vergrolierung, HE

Abbildung 36: Kallus 42 Tage postoperativ

Darstellung der Gewebsanteile des Kallus 42 Tage postoperativ, Kallus Uberbriickt komplett den
Frakturspalt, Frakturspalt kndchern durchbaut; BMP-Gruppe, 2,5-fache VergréRerung, HE
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3.4.4 Kollagenvlies
Besonderes Augenmerk wird dem Kollagenvlies gewidmet (Abbildung 37). Es stellt sich

histologisch am 3. Tag als lockeres Kollagennetz dar, nur vereinzelt liegen Zellen

zwischen dem Kollagen. Die Fasern des Vlieses sind dick und glatt begrenzt.

Abbildung 37: Kollagenvliesdarstellung 3 Tage postoperativ

A: Die Abbildung zeigt das Kollagenvlies 3 Tage nach der Implantation. BMP-Gruppe, 2,5-fache
Vergrolierung, HE

B: Lockeres Kollagenvlies aus dicken, glatt begrenzten Fasern; BMP-Gruppe, 10-fache
VergroRerung, HE

C: Vereinzelt liegen Zellen um das Vlies. BMP-Gruppe, 40-fache Vergréfierung, HE
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Werden diese Schnitte mit einem Praparat des 14. postoperativen Tages verglichen, so
zeigt sich das Vlies im stark resorbierten Zustand, dinn und ausgefasert. Auch ein
Einstrom von Zellen lasst sich am 14. postoperativen Tag erkennen (Abbildung 38).
Bindegewebs- und Knocheninseln sind um das Vlies entstanden, GeféRe sind
eingesprossen, und Fibrozyten haben sich, dicht gepackt, eingelagert. Um dieses Gebilde
kann keine Gewebsreaktion erkannt werden wie eine vermehrte Ansammlung von
Entzuindungszellen oder eine Anhaufung von speziellem Gewebe, lediglich eine Zunahme
von Kapillaren kann ermittelt werden (Tabelle 8) sowie eine Ansammlung von
mehrkernigen Makrophagen und Osteoblasten.

Am 42. postoperativen Tag befinden sich in den Praparaten keine vliesartigen Strukturen
mehr, jedoch zeigen sich in einigen Schnitten runde Gebilde, die hauptséchlich in der
ventralseitigen Granulationszone lokalisiert sind. Diese runden Strukturen stellten Reste
des Kollagenvlieses dar und sind von vielen mehrkernigen Makrophagen und
Bindegewebszellen umgeben (Abbildung 33).Vermehrt kénnen auch Gefae um die

Reste des Vlieses gefunden werden sowie neugebildetes Osteoid.
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A: Ansicht des teilresorbierten Kollagenvlieses in der Granulationszone am 14.postoperativen
Tag; Zusatzlich sind zentral gelegene Knorpelzellen bei grolem Frakturspalt sichtbar. BMP-
Gruppe, 2,5-fache VergroRerung, HE

B: Kollagenvlies 14 Tage postoperativ; BMP-Gruppe, 10-fache VergroRerung, HE

C: Kollagenvlies 14 Tage postoperativ; BMP-Gruppe, 40-fache Vergréfierung, HE
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3.5 Semiquantitative Bestimmung der Blutgefalineubildung
Die hier aufgefiihrten Gefallanzahlen zeigen Mittelwerte inklusive Standardabweichung
dreier Auszahlungen pro Versuchstier (Tabelle 8 und Abbildung 39). Die Gefal3zdhlungen
sind fur den 3., 14. und 42. postoperativen Tag fir die Kontrollgruppe und BMP-Gruppe
und fir folgendeBereiche erhoben worden:

- Frakturzone (FZ), entspricht dem Frakturspalt

- Granulationszone ventral (GZ ventral) der Frakturzone

- Granulationszone dorsal (GZ dorsal) der Frakturzone

- Proliferationszone proximal (PZ proximal) der Frakturzone

- Proliferationszone distal (PZ distal) der Frakturzone

- Zusammenschluss von Frakturzone und Granulationszonen (FZ & GZ)

3.5.1 Vergleich zum Zeitpunkt Tag 3, Tag 14 und Tag 42

Beim Vergleich zwischen der Kontroll- und der BMP-Gruppe zeigt sich am 3.
postoperativen Tag in der distalen Proliferationszone der BMP-Gruppe ein signifikant
hoheres Gefallaufkommen als in der Kontrollgruppe (p =0,037). Vergleiche der anderen
Zonen am 3. postoperativen Tag koénnen keine Signifikanz nachweisen, [proximale
Proliferationszone (p = 0,126), Granulationszone ventral (p = 0,125), Granulationszone
dorsal (p = 0,816), Frakturzone (p = 0,126), Frakturzone und Granulationszone (p =
0,924)].

Bei der statistischen Untersuchung der Praparate des 14. postoperativen Tages konnen
hochsignifikante Unterschiede in den Bereichen der dorsalen Granulationszone (p =
0,002), im Zusammenschluss der Fraktur- und Granulationszonen (p = 0,009) sowie ein
signifikanter Unterschied in der distalen Proliferationszone (p = 0,041) nachgewiesen
werden. In diesen genannten Zonen liegt in der BMP-2-Gruppe, verglichen mit der
Kontrollgruppe, eine erhdhte Blutgefaneubildung vor. Keine signifikanten Unterschiede
bestehen in der Frakturzone (p = 0,589), der ventralen Granulationszone (p = 0,178) und

der proximalen Proliferationszone (p = 0,337).
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Die Testverfahren kénnen beim Gefél3vergleich zwischen dem 42. postoperativen Tag der
BMP-Gruppe und der Kontrollgruppe in keiner Zone ein signifikantes Ergebnis
verzeichnen.

Frakturzone (p = 0,347), proximale Proliferationszone (p = 0,118 ), distale Proliferations-
zone (p = 0,117), Granulationszone ventral (p = 0,222), Granulationszone dorsal (p =

0,175), Frakturzone und Granulationszone (p = 0,602).

3.5.2 Vergleich des zeitlichen Verlaufs

Zur Analyse der longitudinalen Entwicklung der Blutgefalneubildung fir die BMP-
Gruppe lasst sich konstatieren, dass sich bereits nach drei Tagen erste Blutgefalie, vor
allem in der Proliferationszone zeigen. Nach 14 Tagen ist eine signifikante Zunahme mit
deutlicher Erhéhung des Gefaltaufkommens in allen sechs Zonen zu verzeichnen (3 Tage
vs. 14 Tage: FZ: p=0,008; GZ ventral: p=0,004; GZ dorsal: 0,004; PZ proximal: 0,004;
PZ distal: 0,004; FZ & GZ: 0,004)

Nach 42 Tagen verringert sich die Anzahl der BlutgefaRe in signifikantem Ausmal} in
allen Zonen bis auf die Frakturzone (14 Tage vs. 42 Tage: FZ: p=0,081; GZ ventral:
p=0,008; GZ dorsal: 0,004; PZ proximal: 0,004; PZ distal: 0,004; FZ & GZ: 0,004).

Im Vergleich der 3-Tage- mit den 42-Tage-Ergebnissen lassen sich signifikante
Zunahmen in der BlutgeféaBneubildung fur alle Zonen finden (FZ: p=0,008; GZ ventral:
p=0,009; GZ dorsal: 0,016; PZ proximal: 0,008; PZ distal: 0,016; FZ & GZ: 0,008).
Somit liegt die starkste Blutgefaliformation an Tag 14 vor.
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Zonen Gruppen 3 Tage p= 14 Tage p= 42 Tage p=
Kontrolle 0+0 219451 50+44
Frakturzone 0.126 0.589 0.347
BMP 0,3+ 0,8 225+208 19+9
i Kontrolle 0,2+0,4 63+29 33+24
Granulationszone 0.125 0.178 0.222
ventral BMP 0,04+0,2 179495 17+14
i Kontrolle 0,2+0,5 44419 30+48
Granulationszone 0.816 *%0.002 0.175
dorsal BMP 0,8+2 314+200 29+16
i i Kontrolle 0+0 105+61 132472
Prollfergtlonszone *0.037 *0.041 0117
distal BMP 8+20 273+164 44413
i i Kontrolle 0+0 155+100 103455
Prollferat_lonszone 0.126 0.337 0.118
proximal BMP 77 226+154 4021
Kontrolle 0,6+03 322+82 113+78
Frakturzone & 0.924 *%0.009 0.602
Granulationszone BMP 1+2 717+390 65124

Tabelle 8: Mittelwerte des Gefallaufkommens

Mittelwerte und Standardabweichungen der GeféaRanzahlen bei der BMP- und Kontrollgruppe in
den jeweiligen Zonen, Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs Ratten sowie drei
Schnitten/Ratte

p=Signifikanzwerte

*signifikante Unterschiede

**hochsignifikante Unterschiede

GefaBmenge
1000
HFZ
100
W GZ ventral
GZ dorsal
10 PZ distal
B PZ proximal
1 BmFZ&GZ
3Tage 3TageBMP 14 Tage 14 Tage 42 Tage 42 Tage
Kontrolle Kontrolle BMP Kontrolle BMP

Abbildung 39: GefaRmenge in logarithmischer Darstellung

Mittelwert der Gefallanzahl in den jeweiligen Zonen

Abkirzungen: Frakturzone (FZ), Granulationszone (GZ), Proliferationszone (PZ), Frakturzone
und Granulationszone (FZ & GZ). x-Achse: Gruppen, y-Achse: absolute GeféRanzahl
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4. Diskussion

4.1 Verwendetes Tiermodell

Als Tiermodelle sind bei der vorliegenden Studie mannliche 16 Wochen alte Charles
River-Ratten mit einem Durchschnittsgewicht von 500 g verwendet worden. Ratten
gehodren zu einer anerkannten Spezies, um Knochenheilungsprozesse zu untersuchen, da
sie im Unterschied zu héheren Saugetieren eine geringere Abhangigkeit von der Art und
dem Ort der Applikation von Knochenersatzstoffen sowie von Immunsuppressiva und
Antibiotika aufweisen (Thielemann, 1989). Somit sind Ratten unempfindlicher gegeniiber
der in der Studie angewendeten Methodik. Auch wenn hohere S&ugetiere wie das
Schwein dem menschlichen GefaRsystem und der Frakturheilung &hnlicher sind, ist
aufgrund der hohen Kosten, der schwierigeren Haltung und der hoheren Abhéngigkeit
vom Applikationsverhalten auf deren Verwendung verzichtet worden.

Als Geschlecht ist die mannliche Spezies gewahlt worden. Méannliche Ratten sind mit
Beginn der Geschlechtsreife  hormonell stabiler, daher ausgeglichener und
strapazierfahiger als die Weibchen. Die mannlichen Ratten sind im Vergleich zu den
Weibchen etwa doppelt so grof3 und weisen groliere Blutgefalie auf, wodurch sie fir die
Operation und fir die Untersuchungen des Gefalisystems geeigneter erscheinen.

Das Eintrittsalter der Ratten ist mit 16 Wochen angesetzt worden. Zu diesem Zeitpunkt
sind die Ratten geschlechtsreif und haben die neonatalen osteoinduktiven Einwirkungen
verloren. Schon Fleet hat in seiner Studie tber den Einfluss des Rattenalters und der
osteoinduktiven Wirkungen des rh-BMP den Beweis erbracht, dass bis zum 3.
Lebensmonat ein starker Einfluss zwischen Applikationsort und Alter der Ratten besteht.
Nach dem 3. Monat verringert sich dieser Einfluss stark. Als Ursache des sinkenden
Einflusses wird eine Abnahme der BMP-abhéngigen Zellen vermutet (Fleet, 1996).

4.2 Korrelation von Angiogenese und Frakturheilung

Fiur eine effiziente Frakturheilung ist die Osteo- und Angiogenese essenziell. Cooke
definiert die Angiogenese als Geféalineubildung aus bestehenden GefaRen, die Uber
Sprossung oder Teilung der GeféRe erfolgt (Cooke, 2003). Ohne sie ist eine
physiologische Frakturheilung nicht mdglich. Denn nur dort, wo geniigend Nahrstoffe,

Sauerstoff, Hormone und spezifische Zellen vorhanden sind, kann eine effiziente Heilung
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stattfinden. Ist bei einer Fraktur noch eine ausreichende Vaskularisierung vorhanden, so
beginnen die Reparationsarbeiten mit einer Kallusbildung am Frakturort. Ist die
Durchblutung nicht ausreichend, kann sich der Kallus nicht friihzeitig an den
Frakturenden aufbauen, und es entsteht eine Knochenbruchheilungsstérung. Von der
Ferne einsprossende GefaRe werden durch die mangelnde Stabilisierung wieder zerrissen.
Wachstumsfaktoren, Zellen und Nahrstoffe konnen nicht in das Frakturgebiet vordringen,
und Pseudarthrosen entstehen (Schenk et al., 1977).

Die Angiogenese ist nicht nur fiir die Geschwindigkeit und Effizienz der Frakturheilung
verantwortlich, sondern auch fir die Zusammensetzung der Gewebearten innerhalb des
Kallus. So wird beispielsweise bei einer mangelnden Durchblutung eher Knorpel als
Knochen gebildet, weil Knorpel resistenter gegen eine schlechte Vaskularisierung ist
(Schenk et al., 1977). Auch der Aufbau des Geflechtknochens ist abh&ngig von der
Vaskularisierung, da die Kapillaren als Leitstruktur der Knochenanbauten genutzt werden
(Cornell et al, 1992). Reguliert wird die Angiogenese durch zahlreiche
Wachstumsfaktoren, die pro- oder antiangiogen wirken, denn auch eine zu starke
Vaskularisation kann zu Heilungsstérungen durch vermehrte Knochenresorption fiihren
(Chen et al., 1994). Folglich ist die Balance aus foérdernden und hemmenden Faktoren wie
bei so vielen Prozessen von entscheidender Wichtigkeit. Viele der angiogenen
Wachstumsfaktoren stimulieren nicht nur die Angiogenese, sondern haben auch einen
grofl3en Einfluss auf die Osteogenese (Kanczler et al., 2008). Zu ihnen gehort VEGF, einer
der wichtigsten Gefallwachstumsfaktoren. Er fordert die Differenzierung und
Proliferation von Osteoblasten, ist beteiligt am trabekuldren Aufbau der Knochen und
initiiert die Aussprossung der Gefélie. Aber auch in erster Linie osteogene Faktoren wie
das knochenbildende Prostaglandin E2 koénnen das GefalRwachstum stimulieren, da es
zusétzlich die Produktion von VEGF fordert und somit die Angiogenese vorantreibt
(Barleon et al., 1996). Auch die Osteoblasten sind in der Lage, die VEGF-Produktion zu
erhéhen. Diese Aufzahlung von einander stimulierenden Prozessen lasst erkennen, dass
eine starke Interaktion zwischen Osteo- und Angiogenese herrscht, die besonders bei

einer physiologischen Frakturheilung zum Tragen kommt.

Werden in dieser Studie die Stadien der Frakturheilung betrachtet, so findet die

Angiogenese vor allem in der Entziindungs- und Granulationsphase statt und sinkt bei
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vorangeschrittener Frakturheilung wieder. Zu Beginn der Heilung bilden die im
Frakturhdmatom befindlichen Zellen Wachstumsfaktoren und Zytokine und leiten somit
die Zellproliferation ein, die inshesondere von Endothelzellen und Osteoblasten
ermoglicht wird. Der Nahrstoffbedarf ist durch die massiven Reparationsvorgange erhoht.
Eine gute Durchblutung wird benétigt, um die Gefallbildung anzuregen. In der Spéatphase
der Frakturheilung, dem Remodeling, wird der Knochen vom Geflecht- in einen
Lamellenknochen umgebaut. Die Blutversorgung gleicht sich dem alten Knochengewebe
an, und die Gefalineubildung geht zuruck.

Eine Analyse der drei Frakturzonen (Proliferationszonen, Granulationszonen,
Frakturzone) ergibt, dass das Gefalwachstum den Ursprung in der Peripherie
(Proliferationszone) hat und sich nach zentral in Richtung Granulationszone fortsetzt. In
der Peripherie sind noch intakte Gefal3e vorhanden, in denen Wachstumsfaktoren, Zellen
und Zytokine durch das Blut zuerst ankommen. Dort kdnnen sie direkt ihre Wirkung
entfalten. Gefdle werden wieder instand gesetzt und neue werden gebildet. Die
Ausrichtung des GeféBwachstums und der Angiogenese geht in Richtung des
Frakturzentrums, an den Ort, an dem die Durchblutung am schlechtesten und der Zell-
und Nahrstoffbedarf am hochsten ist. Gegen Ende der Frakturheilung nehmen die
Reparationsarbeiten und Proliferationen ab, der Zellumsatz reduziert sich, somit sinkt der
Durchblutungsbedarf. Die BlutgefaBanzahl reduziert sich, im Gegenzug steigt der
Blutgefalieinzeldurchmesser.

Das Gewebe des hochsten Gefallaufkommens in den drei Zonen ist das Bindegewebe. Es
wird im Verlauf der Frakturheilung vom kompakten Knochen langsam von peripher nach
zentral verdrédngt, und die GefdBmenge im Bindegewebe sinkt zum Ende der
Frakturheilung (42. postoperativer Tag). Das Bindegewebe ist der Ausgang fur die friihe
desmale Ossifikation, die vornehmlich bei der Frakturheilung in der Peripherie stattfindet
(Einhorn, 1998). Dementsprechend ist eine gute Durchblutung des Bindegewebes
besonders in der Frihphase der Frakturheilung notwendig. Im fortgeschrittenen Stadium
der Frakturheilung findet zentral in der Frakturzone hauptsachlich eine enchondrale
Ossifikation statt (Einhorn, 1998). Somit kann auch das erhohte Aufkommen von
Knorpelgewebe in der Frakturzone erklart werden. Auch eine geringe Vaskularisierung
fuhrt zu einer verstarkten Knorpelbildung. Liegt eine Mangeldurchblutung vor, wird

Knorpelgewebe anstelle von Knochengewebe gebildet, da es gegeniber einer
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schlechteren Vaskularisation weniger anféllig ist. Folglich ist das Gewebe mit dem
geringsten GefaRaufkommen in allen drei Zonen das Knorpelgewebe. Auch eine
mangelnde Stabilisierung der Fraktur kann zu einem Zerreif3en von BlutgeféRen fiihren
und somit zu einer mangelnden Durchblutung und einer erhthten Knorpelbildung
(Schenk et al., 1977). In der Frakturzone sind zwar durch die Fraktur die meisten Gefal3e
zerstort worden, was zu einer Minderdurchblutung fihrt, aber am 14. postoperativen Tag
liegt bei der physiologischen Frakturheilung in dieser Zone die hochste Angiogeneserate
vor. Ein Grund hierfur ist der Durchmesser der GefaRe. In der Frakturzone ist der
Gefalldurchmesser im Verhaltnis kleiner als in der Proliferations- und Granulationszone,
daher missen mehr GefaBe in der Frakturzone gebildet werden, um das gleiche
Blutvolumen zu fordern. Bestehende GefélRe in der Proliferationszone wachsen durch
Einsprossung und Verzweigung in die Granulations- und Frakturzone ein. Somit nimmt
das Kaliber der GefaRBe von der Proliferations- zur Frakturzone ab. Wenn die
Angiogenese vorangeschritten ist, nehmen die Gefédle an Durchmesser zu, tberflissige
Gefale werden abgebaut, und der Knochen benutzt die Gefalie als Leitstruktur fiir seinen
Aufbau und breitet sich von peripher nach zentral aus (Cornell et al., 1992).

Histologisch und histomorphometrisch kann nachgewiesen werden, dass auch die
Kallusneubildung ihren Ausgang in der Peripherie nimmt. In der Peripherie des Kallus
konnen periostale Verbindungen am 14. Tag beschrieben werden, zentral sind diese
Verbindungen nicht vorhanden. Diese Verbindungen setzen sich von der Proliferations- in
die Granulationszone fort und verbinden den neuen mit dem alten Knochen. Durch diese
Verbindungen erhélt der Kallus mehr Stabilitdt. Auch Gefél3e, die tber diese periostalen
Verbindungen in den neuen Knochen einschiel3en, sind weniger Scherkraften ausgesetzt

und zerreifRen seltener.

Auch radiologisch ist eine beginnende Uberbriickung des Frakturspalts am 14. Tag zu
sehen, die peripher breitbasig ausgelegt ist und zentral teilweise noch nicht existiert. In
der Peripherie finden weniger Mikrobewegungen statt als am Frakturspalt, wodurch neu
entstandenes Gewebe weniger verletzt wird und somit ein schnelleres Wachstum
stattfinden kann. Weiterhin sind die GeféaRe zentral am Frakturspalt zerstort. Nahrstoffe,

Zellen und Wachstumsfaktoren konnen schlechter in diesen Bereich gelangen,
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wohingegen die Gefdle in der Peripherie weitestgehend intakt sind. Dort ist es den
osteogenen Zellen am ehesten méglich, ihre Wirkung zu entfalten und einen stabilen
Kallus zu erzeugen. Zudem findet die Angiogenese primar in der Peripherie statt. Folglich
ist die Peripherie besser durchblutet, und Nahrstoffe sowie Osteoprogenitorzellen
gelangen zuerst in diesen Bereich, der essenziell flr das rasche Knochenwachstum ist.

Das Frakturzentrum wird erst im fortgeschrittenen Stadium der Frakturheilung vermehrt
durchblutet, wodurch die Reparationsprozesse wie die Knochenbildung erst spater
beginnen. Demzufolge ist der nutritive Effekt in der Peripherie groRer und die

Voraussetzung flr ein schnelles Gewebswachstum eher gegeben als zentral.

4.3 Der Effekt von BMP-2 auf die Frakturheilung und Angiogenese
Der Wachstumsfaktor BMP-2 gehort zu der TGF-B-Familie und z&hlt zu den wichtigsten
Knocheninduktionsfaktoren. Er entfaltet seine Wirkung ber chemotaktische Anlockung
der Zielzellen, Stimulierung der Proliferation und Differenzierung von Zellen. Zu den
Zielzellen gehoren Stammzellen sowie endotheliale und osteale Progenitorzellen. Durch
die Stimulation werden die fur eine Frakturheilung wichtigen Strukturen zum Wachstum
angeregt wie Knochen oder GefélRe, wodurch eine verstarkte Heilung forciert wird. Der
starke osteoinduktive Charakter des BMP-2 spiegelt sich auch in der Fahigkeit der
ektopen Knochenbildung wider (Bessho et al. 2002). Dabei ist es durch die Applikation
von BMP-2 mdglich, auch an knochenfernen Stellen Knochen zu induzieren. Die Stérke
der Wirkung ist wie auch bei der Frakturheilung von der Dosis des BMP abhangig
(Wozney et al., 1998).
Weniger untersucht ist die Rolle der BMP-Familie bei der GeféaRentwicklung. In der
vorliegenden Dissertation soll die angiogene BMP-2-Funktion detailliert anhand eines
standardisierten Rattenmodells untersucht werden.
Eine wichtige Studie auf dem Gebiet der BMP-induzierten Angiogenese ist von Martine
und Deckers durchgefiihrt worden (Deckers et al., 2002). Sie weisen nach, dass BMP die
Transkription von VEGF-A in den primédren Osteoblasten induziert und (ber die
Aktivierung der Endothelzellen zu einer verstarkten Angiogenese fiihrt. Dabei ist die
VEGF-A-Produktion von der BMP-Dosis abhangig, wéhrend die
Osteoblastendifferenzierung davon unbeeinflusst bleibt. Unterschiede zwischen BMP-2, -
4 und -6 in Bezug auf die VEGF-Synthese konnten nicht nachgewiesen werden, jedoch
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konnte durch Verabreichung eines VEGF-Antikorpers eine Hemmung der Angiogenese
herbeigeflhrt werden, ohne Einfluss auf die Osteoblastensynthese zu nehmen.

Lagenfeld beschreibt, dass BMP-2 seine angio- und osteogene Wirkung durch die
Aktivierung von Erk-1/2 (extracellular-relateed-protein-kinase 1/2), einem Enzym, das
Osteoblasten und Endothelzellen zur Proliferation anregt, entfaltet (Langenfeld et al.,
2004). Zusatzlich reguliert die Erk-1/2-Aktivierung die tubuldre Anordnung der
entstehenden Gefdlle und erhalt somit einen wichtigen Einfluss auf die Angio- und
Osteogenese. Auch andere Angiogenesefaktoren, z.B. VEGF oder FGF, entfalten ber
diese Kinase ihre Wirkung. Zusatzlich beschreibt die Studie eine Hemmung der
Neovaskularisation in Lungentumoren bei Applikation von Noggin, das als BMP-2-
Antagonist fungiert und somit ein weiteres Indiz flr die angiogenetische Wirkung des
BMP-2 ist.

Ein weiterer die Angiogenese stimulierender Faktor ist Id (DNA-binding protein
inhibitor). Er entfaltet seine Wirkung durch die Herunterregulierung von Thrombospondin
1, einem Angiogenese-Inhibitor. Id erhoht das Zellwachstum, regt die Sprossung der
Gefale an, aktiviert VEGF und fordert die endotheliale Migration. Dem BMP ist es
maglich, Id Gber die Phosphorylierung von Smard 1 und 5 zu aktivieren (Langenfeld,
2004). Goumans (Goumans et al. 2009) konnte zeigen, wie BMP-6 direkt die Migration
von Endothelzellen durch Id ausldsen kann. Jedoch konnte diese Fahigkeit nicht bei
BMP-2 nachgewiesen werden. Demnach ist BMP-2 beféhigt, die Proliferation von
Endothelzellen, die Aussprossung von Gefdlen und die Aktivierung von VEGF zu
regulieren, aber nicht die Migration zu beeinflussen (Valdimarsdottir, 2002).

Der von den oben genannten Autoren beschriebene osteo- und angiogene Effekt des
BMP-2 spiegelte sich auch in der hier durchgefiihrten Studie durch ein positives
Verhéltnis zwischen BMP, GefaBaufkommen und Knochenheilungsgeschwindigkeit
wider. Mittels der mikroskopischen GeféalRauszahlung kann am 3. und 14. postoperativen
Tag ein erhohtes GefaRaufkommen bei den mit BMP behandelten Tieren im Vergleich
zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Am 3. postoperativen Tag besteht jedoch nur
ein signifikanter Unterschied (p= 0,037) aus einem hoheren Gefalaufkommen in der
distalen Proliferationszone der BMP-Gruppe. Das hohere Gefalaufkommen am 3.
postoperativen Tag konnte einerseits auf den angiogenen Effekt des BMP zuriickzufuhren

sein, andererseits konnte eine praparationsbedingte Fehldeutung vorliegen. Dieser
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Verdacht begriindet sich darin, dass sich in der Kontrollgruppe das Gewebe sauber von
der Tibia abldsen lasst, wahrend bei der BMP-Gruppe darauf geachtet werden muss, das
Kollagenvlies, das um die Fraktur angelegt ist, nicht zu beschédigen. Somit bleibt in der
BMP-Gruppe préaparationsbedingt ein groRerer Gewebsanteil mit Gefalen am Knochen
zuruick. Weiterhin ist die Aussageféhigkeit des GefaBaufkommens im Frakturspalt am 3.
Tag reduziert, weil die Frakturenden noch keine stabile Verbindung eingegangen sind und
somit beim Entfernen des Marknagels die VVerbindung gebrochen ist. Der Frakturspalt mit
den eventuell darin befindlichen GefaRen ist zerstort worden.

Das Gefaaufkommen am 14. Tag postoperativ ist in allen Frakturzonen der BMP-
Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe, wobei signifikante Unterschiede in der dorsalen
Granulationszone (p= 0,002), distalen Proliferationszone (p= 0,009) und beim
Zusammenschluss von Fraktur- und Granulationszone (p= 0,041) vorliegt. Dies deutet auf
eine fortgeschrittene Frakturheilung im Vergleich zur Kontrollgruppe hin. Eine verstarkte
Durchblutung ist in diesem Stadium der Frakturheilung auferst wichtig, da ein
Mehrbedarf an Wachstumfaktoren, N&hrstoffen und proliferierenden Zellen besteht, die
die Heilung vorantreiben. Somit ist eine gute Durchblutung Voraussetzung fir eine
optimale Frakturheilung und kann diese durch die rechtzeitige Bereitstellung von
verschiedenen Faktoren sogar beschleunigen. In der Kontrollgruppe liegt am 14. Tag
ebenfalls eine Steigerung des GefalRaufkommens vor, aber insbesondere in der
Proliferations- und Granulationszone ist die Gefdlmenge niedriger als in der BMP-
Gruppe. In der BMP-Gruppe liegt in diesen Zonen das mit BMP getrénkte Kollagenvlies
direkt an, das dort zuerst seine Wirkung entfalten kann und das Gefalwachstum
vorantreibt. Anhand der Daten aus Tabelle 8 erweist sich die dorsale Granulationszone
der BMP-Gruppe als am stéarksten durchblutet. Da sich die hier verwendeten Mittelwerte
auf die reine GeféaRanzahl der jeweiligen Zone beziehen und kein Verhéltnis zwischen
FlachengroRe und GeféalRanzahl ermittelt worden ist, lassen sich die Ergebnisse aus der
Tabelle, isoliert betrachtet, nur bedingt verwerten. Demzufolge ist eine Flachenermittlung
nach der Augat-Methode durchgefiihrt worden (Krischak und Augat et al, 2007). Hierbei
hat sich herausgestellt, dass die dorsale Kallusfliche und somit auch die dorsale
Granulationszone Kleiner sind als die korrespondierende ventrale Flache, wodurch das
Verhdltnis zwischen Flachengrofle und Geféallanzahl auf eine groflere GefaRdichte der

dorsalen Granulationszone in der BMP-Gruppe schlieRen lasst. Eine mogliche Erklarung

79



Diskussion

hierfir ist, dass an der dorsalen Flache der Tibia eine hohere Muskelmasse vorliegt als auf
der gewebsarmen ventralen Seite. Da Muskelgewebe stark durchblutet ist, besteht an der
dorsalen Tibia ein besseres Durchblutungsverhéltnis. Liegt eine bessere Vaskularisierung
in der Peripherie der Fraktur vor, so konnen mehr Geféalle aus der Umgebung in den
Frakturbereich einspriel3en, und das Geféallaufkommen steigt. Zusétzlich besteht durch die
vermehrte Muskelmasse eine hohere Frakturstabilitat dorsal. Junge fragile Gefalie sind
dadurch weniger Scherkraften ausgesetzt und zerreifl3en seltener.

Das GefaBaufkommen am 42. postoperativen Tag liegt im Durchschnitt bei beiden
Gruppen deutlich niedriger als am 14. Tag, jedoch ist die GefaRreduktion in der BMP-
Gruppe um einiges starker, sodass in der Kontrollgruppe die GefalRanzahl hoher ist.
Demnach kommt es in der frihen Phase der Heilung zu einer Hypervaskularisation, die
zum Heilungsende hin stark abnimmt. Dies ist dem geringeren Bedarf an Zellen,
Zytokinen,  Wachstumsfaktoren,  Sauerstoff, Nahr- und Mineralstoffen bei
fortgeschrittener Heilung zuzuschreiben (Einhorn, 1998). Zu Beginn der Heilung ist eine
gute Durchblutung und somit ein ausgepréagter nutritiver Effekt von entscheidender
Wichtigkeit, denn nur durch die Zufuhr der genannten Faktoren ist eine effiziente
Frakturheilung mdglich. Ist dies nicht gegeben, kommt es zu Frakturheilungsstérungen
und Pseudarthrosenbildung. Einhorn beschreibt bereits in seiner Publikation ,,Nutrition
and bone* die Wichtigkeit der ausreichenden Durchblutung im Frakturgebiet und die
damit verbundene schnellere Osteogenese und Frakturheilung (Einhorn et al, 1990). Die
Applikation von BMP-2 kann diesen Mechanismus durch die Stimulation von Endothel-
und Knochenvorlauferzellen tber die oben genannten Signalkaskaden, um nur einige zu
nennen, verstarken. Neigen sich die Reparationsarbeiten des Knochens dem Ende zu,
reduziert sich der benétigte Energieumsatz. Der Bedarf an Nahrstoffen und
Wachstumsfaktoren sinkt, somit reduziert sich auch der Durchblutungsbedarf. Nicht mehr
benotigte Geféalle werden abgebaut, und fortbestehende GefalRe nehmen an Volumen zu.
Histomorphometrisch kann am 14. und 42. Tag in allen Zonen der BMP-Gruppe ein
héherer Anteil von neuem Knochen nachgewiesen werden als in der Kontrollgruppe (p=
0,004; 0,026; 0,007). Hingegen ist in der Kontrollgruppe der Bindegewebsanteil, von dem
die desmale Ossifikation ausgeht, am 14. postoperativen Tag signifikant in der Auler-
und Intermedidrzone erhoht (0,004; 0,002). Der hohere Bindegewebsanteil und die

geringere Ossifikation lassen auf einen geringeren Fortschritt der Frakturheilung
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schlieRen, da Bindegewebe im Rahmen der desmalen Ossifikation zu Knochen umgebaut
wird.

Auch der Knorpelanteil in der Intermedidr- und Innenzone war am 14. und 42.
postoperativen Tag in der Kontrollgruppe signifikant hoher (p= 0,002; 0,009; 0,026;
0,015). Ein groRerer Knorpelanteil, von dem die enchondrale Ossifikation in
Frakturspaltndhe ausgeht, ist Zeichen eines geringeren Fortschritts der Frakturheilung. Es
konnte aber auch Ausdruck einer mangelnden Durchblutung sein. Da Knorpel
widerstandsfahiger gegentiber einer schlechten Durchblutung ist, wird er vornehmlich bei
dieser Zustandsform aufgebaut (Schenk et al., 1977). Jedoch sollte nicht vergessen
werden, dass Knorpel auch eher bei einer vermehrten Frakturinstabilitat vorkommt und
bei der Kontrollgruppe wegen der langsamen Frakturheilung im Vergleich zur BMP-
Gruppe ein instabilerer Kallus und somit eine erhohte Frakturinstabilitat vorliegt. In der
BMP-Gruppe liegt im Unterschied zu dem hoheren GefaRaufkommen im dorsalen
Kallusbereich ventral ein erhdhtes Kallusaufkommen vor (p= 0,041).

Urséchlich hierfir kdnnte erstens eine erhohte ventrale BMP-Applikation sein, da bei der
Operation das BMP-getrankte Kollagenvlies um die Fraktur gelegt wird und ventral
uberlappt. Zweitens konnte die Kallusformation durch die Biomechanik beeinflusst
worden sein. Wegen der physiologischen ventralen Konvexitat der Tibia herrscht auf der
ventralen Flache eine erhohte Biegungsspannung. Eine vermehrte Stabilisierung der
Frakturenden auf der konvexen ventralen Seite ist noétig, um dieser Spannung
entgegenzuwirken. Auch ermdglicht die dorsal verstarkte Muskulatur eine groRere
Stabilisierung der Fraktur von hinten. Werden die Ergebnisse gegenuibergestellt, so wird
ersichtlich, dass im dorsalen Kallus trotz seiner geringeren GroRe ein hoheres
GefaRaufkommen (Tabelle 8) und somit eine hohere GeféRdichte herrscht als im
ventralen Kallus. Werden die Ergebnisse der GefalRauszéhlung mit dem Fortschritt der
Frakturheilung verglichen, lasst sich erkennen, dass ein enger Zusammenhang zwischen
der Angio- und der Osteogenese besteht. Wird die Angiogenese beschleunigt, wie es das
BMP-2 vermag, kommt es zu einer akzelerierten Osteogenese, und die Frakturheilung
schreitet schneller voran. Besonders zu Beginn der Frakturheilung besteht aufgrund der
erhéhten Reparationsprozesse ein grol3er Nahrstoff-, Zell- und Wachstumsfaktorenbedarf.
Kann dieser Bedarf durch ein verstarktes Gefalwachstum und somit durch eine

verbesserte Durchblutung schneller gedeckt werden, so konnen die anschlieRenden
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Phasen der Frakturheilung beschleunigt ablaufen. Das Frakturhdmatom kann schneller
resorbiert und Abfallprodukte kénnen eher abtransportiert werden. Durch die schneller
an- und abtransportierten Stoffe kann das Granulationsgewebe friiher ausgebildet werden,
Wachstumsfaktoren und Zytokine konnen eher ihre Wirkungen entfalten, und die
vorzeitige Ausbildung und Verkndcherung des Kallus fihrt zu einer schnelleren
Frakturstabilitat.

Schlussfolgernd kann die vorliegende Arbeit zeigen, dass BMP-2 in der Lage ist, die
Angiogenese, Osteogenese und das Kallusremodeling zu beschleunigen und somit eine

schnellere Frakturheilung zu ermdglichen.

4.4 Einsatz der VCT zur Bestimmung der BlutgefaBneubildung

Mit den Perfusionsscans sollte insbesondere die Angiogenese im Frakturbereich
untersucht werden. Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass keine vom
Hintergrund unterscheidbaren Perfusionswerte in dieser Region anzutreffen sind. Bei
einem in Narkose liegenden Tier lassen sich mit der CT-Perfusionsuntersuchungsmethode
die Durchblutung von Hirn, Lunge, Leber, Nieren und Herz sehr gut darstellen. In diesen
Organen herrscht auch unter Narkosebedingungen ein hoher Umsatz an Blutvolumen, mit
dem ein Transport von fiir das Tier lebensnotwendigen Substanzen sichergestellt wird. So
ist beispielsweise der Sauerstoff- und Glukosetransport fur die Hirn- und
Herzmuskelfunktion essenziell. Die Lungenperfusion ist wichtig, da hier der
Sauerstoffaustausch zwischen Organismus und Umgebung stattfindet. Eine hohe Leber-
und Nierenperfusion sind zur Durchfihrung von Stoffwechselvorgangen und
Filtrationsprozessen notwendig. Die Peripherie- und Skelettmuskulatur haben unter
Narkosebedingungen keinen erhohten Blutbedarf, sie werden zu Gunsten der
lebenswichtigen Organe sogar reduziert durchblutet.

Bei der Frakturheilung dient die Ausbildung von zahlreichen Kkleinen Geféalien
vornehmlich der rdumlich umfassenden Versorgung des Frakturbereichs. Es scheint nicht
so sehr auf eine zeitlich hohe Stoffzufiihrung von Metaboliten anzukommen, die mit dem
Blut zugefiihrt werden und nur durch einen hohen Blutfluss zu erreichen wéren, was bei
einer Frakturheilungszeit, die sich tUber mehrere Wochen erstrecken kann, auch gut
verstandlich ist. Sie stehen weiterhin im Einklang mit Ergebnissen aus der Studie von
Hargreaves (Hargreaves et al., 1990), der bereits im Jahr 1990 mit anderen
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Untersuchungsmethoden zeigen konnte, dass die Perfusion der Beinmuskulatur der Ratte
nur bei Muskelarbeit steigt, die unter Narkosebedingung nicht vorliegt. Auch Yasko will
in seiner Studie ,,The healing of segmental bone defects* einen durch BMP-2 verstérkten
funktionellen Blutfluss nachweisen, indem er Ratten am 7. postoperativen Tag
Radioisotope ins Herz injiziert und ber eine Gammakamera die Geschwindigkeit und
Menge der Anreicherung des Isotops am Frakturspalt gemessen hat. Das Isotop sollte als
Angiogenesemarker dienen (Yasko et al., 1992). Ein signifikanter Unterschied konnte
ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Diskutiert wird, ob der Zeitpunkt der Injektion mit
sieben Tagen nicht zu spéat gewahlt worden ist. Weiterhin wére auch eine &dhnliche
Problematik, wie oben beschrieben, denkbar, da die Ratten aus Fixierungsgriinden
ebenfalls sediert worden sind und somit eine Zentralisierung des Blutes mit peripherer
Minderperfusion vorgelegen hat.

Ein weiterer Grund fir die mangelnde Darstellung der BlutgefaBe im VCT ist das zu
geringe Auflésungsvermogen des Flat-Panals. Dieses Problem wird bereits von Kiessling
beschrieben (Kiessling et al., 2004). Er stellt fest, dass vergleichend zur histologischen
Darstellung Gefdle von unter 50um Durchmesser im MRT und VCT aufgrund
mangelnden Auflésungsvermdgens nicht abgebildet werden. Da besonders in der friihen
Frakturheilung die GefaRe einen niedrigen Einzeldurchmesser von unter 30um aufweisen,
ist eine hohe Auflosung vonndten, um das Fortschreiten der Vaskularisierung im
Frakturbereich zu bewerten.

Obwohl in der vorliegenden Studie das Nachfolgemodell des von Kiessling verwendeten
VCT benutzt worden ist, betrdgt das optische Auflésungsvermdgen bei beiden
Tomographen 45um, wahrend in der Mikroskopie mit einem Auflésungsvermdgen von
0,7um gearbeitet wird. Somit besteht auch in dieser Studie eine Diskrepanz zwischen der

radiologischen und der histologischen Auflésungskraft, und zwar zu Gunsten letzterer.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie ist die Untersuchung des Einflusses von BMP-2 auf die
Frakturheilung und auf die Angiogenese in einem Ratten-Osteotomiemodell. Hierfur sind
bei insgesamt 36 Ratten die Tibiadiapyhse osteotomiert und mittels eines intramedullaren
Implantats osteosynthetisch versorgt worden. Bei 18 Tieren ist eine zusatzliche
Applikation eines rh-BMP-2-getrankten Kollagenschwamms auf die Osteotomie erfolgt,
bei den restlichen 18 Kontrollgruppen-Tieren ist dieses Kompositimplantat nicht
verwendet worden. Nach 3, 14 und 42 Tagen postoperativ sind mittels
Volumencomputertomografie Nativ-, Volumen- und Perfusionsscans durchgefiihrt und zu
diesen Tagen jeweils 12 Tiere euthanasiert worden. Die Tibiae sind entnommen und einer
histomorphologischen, detailhistologischen bzw. immunhistologischen Untersuchung
zugefuhrt worden. Die statistische Auswertung der Scans ergibt eine signifikant
beschleunigte Knochenheilung der BMP-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe.
Histologisch kann mittels GefaRauszahlung eine signifikante Steigerung der
Kapillardichte vom 3. zum 14. Tag mit darauffolgender Senkung zum 42. Tag gemessen
werden. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe wird eine signifikante Erhohung des
Gefallaufkommens in der BMP-Gruppe am 3. und 14. postoperativen Tag gemessen. Der
Vergleich der beiden Gruppen am 42. Tag weist keine signifikanten Unterschiede auf.
Durch die Histomorphometrie kann in der BMP-Gruppe ein signifikant erhohter Anteil
von neuem Knochen mit Betonung des &ufleren Osteotomiebereichs nachgewiesen
werden. Demgegeniiber werden signifikant erhohte Bindegewebs- und Knorpelanteile in
der Kontrollgruppe gemessen. Weiterhin kann eine verstarkte Kallusbildung an der
ventralen Tibiaseite nachgewiesen werden sowie ein hoheres Gefallaufkommen dorsal.
Wird die GefaBmenge mit der Kallusflache ins Verhaltnis gesetzt, resultiert daraus eine
erhohte GeféaRdichte an der dorsalen Tibia. Die VCT-Methode ist aufgrund des limitierten
Auflosungsvermdgens von 45um nicht in der Lage, die Blutgefalle am Osteotomiespalt
darzustellen. Zusammenfassend kann in diesem Osteotomiemodell gezeigt werden, dass
BMP-2 einen angiogenen und osteoinduktiven Effekt besitzt, der zu einer beschleunigten

Frakturheilung fhrt.

Schlagworter:  Angiogenese, ,bone morphogenetic  protein®, Frakturheilung,

Histomorphometrie, VVolumencomputertomografie
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6. Abstract

The aim of the present study was to investigate the influence of BMP-2 on fracture
healing and angiogenesis in a rat osteotomy model. For this purpose, a tibial mid-
diaphyseal osteotomy was performed in 36 rats and the tibia was fixed with an
intramedullary device. 18 animals received an additional application of rh-BMP-2 with an
absorbable collagen sponge onto the osteotomy (rh-BMP-2/ACS). The remaining 18
animals served as controls and received no rh-BMP-2/ACS. After 3, 14 and 42 days
postoperatively, native-, volume- and perfusion scans were done using volumetric
computed tomography followed by euthanasia of 12 animals per observation day. The
tibiae were harbested and investigated by histomorphological, histological and
immunohistological methods, respectively. Statistical analysis of the scans revealed a
significant accelerated fracture healing of the BMP group compared with the control
group. Histologically, a significant increase in vessel density could be measured from day
3 to day 14, with subsequent reduction on day 42. On day 3 and day 14, the BMP group
showed a significant increase in blood vessel formation compared with the control group.
The comparison of the two groups on day 42 showed no significant differences. However,
in both groups a reduction of vessel formation compared to day 14 was detected.
Histomorphometry showed a significantly increased new bone formation bone with
emphasis on the outer osteotomy area in the BMP group. In contrast, significantly
increased connective tissue and cartilage was found in the control group. Furthermore, an
increased callus formation and a higher new blood vessel formation could be detected on
the ventral and dorsal side of the tibia, respectively. By relating new blood vessel
foramtion to the callus area an increased vessel density at the dorsal tibia could be
detected. Due to a limited resolution of 45 um, the VCT method could not show the
vessels on the osteotomy gap.

In summary, BMP-2 exhibited an angiogenic and osteoinductive effect which led to
accelerated fracture healing in this osteotomy model.

Key words: angiogenesis, ,bone morphogenetic protein®, fracture healing,

histomorphometry, volume computertomography.
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7. Abkirzungsverzeichnis

AK Antikorper
ANG Angiopoetin
BM Basalmembran
BMP bone morphogenetic protein
CTGF connective tissue growth factor
DICOM Digital Imaging and Communications in Medicine
EC Endothelzellen
EGF epidermal growth factor
EG endocrine gland
EPH Ephrine
EZM extrazellulére Matrix
FOV field of view
FGF fibroblast growth factor
HGF hepatocyte growth factor
HIF hypoxia-inducible factor
HRP horseradish peroxidase
IHC Immunhistochemie
IGF insulin-like growth factor
INF Interferon
IL Interleukin
LPS Lipopolysaccharid
MIP maximum intensity projection
MMP Matrix-Metalloproteinasen
NOS Stickstoffmonoxidsynthetase
oT Objekttrager
OoP osteogenic protein
p Irrtumswahrscheinlichkeit
PDGF platelet-derived growth factor
PECAM platelet endothelial adhesion molecule
PF platelet factor
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PIGF placental growth factor
Rh-BMP rekombinantes humanes BMP
Smad Small body size Mother against decapentaplegic
SMC glatte Muskelzellen
TGF transforming growth factor
TSP Thrombospondin
TNF Tumor-Nekrose-Faktor
VE vascular endothelial
VR volume rendering
WF Wachstumsfaktor
WS Workstation
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Verwendete Materialien

11. Verwendete Materialen

Materialien bei der OP:

- Exicatortopf

- Inhalationsnarkotikum: Isofluran: Isofluran Baxxter® Baxter, Heidelberg
- Narkotikum: Xylazin: Rompun® 2 % (5 mg/ml) Bayer, Leverkusen
- Narkotikum: Ketamin: Ketamin Inresa® 10 ml (50 mg/ml) Bayer, Leverkusen
- Antisedativum: Atipamezol: Antisedan® (5 mg/ml) Pfizer, Wien
- Metamizol: Metacam® (5 mg/ml) Boehringer Ingelheim, Ingelheim
- Desinfektionsmittel: Braunoderm® Braun, Melsungen
- Augensalbe: Liposic® Bausch & Lomb, Berlin
- Langhaarschneider: Typ 1574 Moser, Hamburg
- Skalpell: Skalpell 11 Feather, Kdln
- oszillierende Séage Synthes, Bochum

- Knochenwachstumsfaktor: rh-BMP-2 vials US Whitney Rhodes Medtronic, Memphis

- Steriles Wasser Whitney Rhodes Medtronic, Memphis
- Kollagenschwamm: sterile ACS Sponge 4-pack Whitney Rhodes Medtronic, Memphis
- griine Kanle 21 G 0,8 x 40 mm Braun, Melsungen
- Nahtmaterial: 2.0 Prolene Ethicon Johnson & Johnson, Dusseldorf
- Nahtmaterial: 4.0 Vicryl Ethicon Johnson & Johnson, Dusseldorf

Materialien beim Scannen:
- VCT: GE Healtcare Flat-Panel, Software GE Healthcare GE Healthcare, Miinchen

- Workstation: Advantage Workstation, Version 4.1 GE Medical System
GE Healthcare, Miinchen
- Betriebssystem: Linux Betriebssystem, dualer 2,2 GHz-Prozessor, 4-GB-RAM

- Narkotikum: Medetomidinhydrochlorid: Domitor® (1 ml/mg) Pfizer, Wien
- Lila Braunle: BD 26GA 0,75IN 0,6 x 19 mm Biosciences Pharmingen, Groningen
- Kontrastmittel: Peritrast Infusio 31% retro Dr. Kohler GmbH, Bensheim
- Tacker: Autosuture Appose ulc 35W Tyco Healthcare, Neustadt

Materialien bei der Probeentnahme:
- Dremel: Model 395 F013039567 (10.000-33.000/min) Power Tool spares, Boston

- Fixierungsmittel: 4 % Paraformaldehyd
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Verwendete Materialien

Histologie:

- Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Objekttrager Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen
- technisches Azeton Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- reines Azeton Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Aminopropyltriethoxysilane Fa. Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
- Tris-Base (Trizma®base) Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
- Triplex (Titriplex®I1) Fr. Merck KGaA, Darmstadt
- Alkohol Fa. Stockmeier Chemie Dillenburg GmbH & Co. KG, Dillenburg
- Xylol (Carl Roth®) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
- Paraffin (Roti®-Plast) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
- Rotationsmikrotom Fa. Leica, Wetzlar
- Microtome Blade Fa. Feather, Koln
- Bidest (Millipak Express 20®) Fa. Millipore, Billerica
- Hamalaun (Meyers Hamalaunlésung®) Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Eosin wassrig (Certistain®) Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Toluidinblau (Chroma®) Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Dinatriumtetraborat (Borat®) Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Depex (Gurr®) Fa. VWR International, Darmstadt
- Pyramin G (Pyramin G®) Fa. Merck KGaA, Darmstadt
- Verduinnungspuffer (Hintergrund-red. Verdiinnungspuffer®) Fa. Dako, Glostrup
- Wasserstoffperoxid Fa. Merck KGaA, Darmstadt

- Waschpuffer: 0,15 mol/l NaCl, 0,05 mol/l Tris-buffered saline/HCI

Histomorphometrie:

- Axiophot-2 Mikroskop Fa. Zeiss, Jena
- DC 500 Kamera, Kalibrierung A x DC 500 4S IMP 1,2 Fa. Leica, Wetzlar
- Bildbearbeitungsprogramm IM1000 Fa. Leica, Wetzlar
- Ausmessungsprogramm Image pro Plus Fa. Leica, Wetzlar
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