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Einleitung

1 Einleitung

Im klinischen Alltag werden nach Knochenbriichen bzw. nach einem operativen Ein-
griff verschiedene Medikamente zur Schmerzstillung, Entzindungshemmung, Ab-
schwellung und Infektionsprophylaxe verabreicht, ohne dass eine eventuelle negati-
ve Wirkung auf die Knochenheilung ausreichend untersucht ist. Nicht-Steroidale-Anti-
Rheumatika (NSAR) stehen dabei seit geraumer Zeit im Verdacht, die Knochen-
bruchheilung negativ zu beeinflussen [Akman 2002, Bergenstock 2005, Brown 2004,
Gerstenfeld 2003, Geusens 2013, Krischak 2007a, Krischak 2007c, Matziolis 2002,
Sell 1999, Simon 2007, Spiro 2010]. Uber einen ahnlichen, weiter reichenden Wirk-
mechanismus greifen Glukokortikoide an, deren womdglich schwerwiegendere Aus-
wirkungen in diesem Zusammenhang keineswegs hinreichend untersucht sind.
Nachgewiesenermallen beeintrachtigen sie das Knochenremodelling [Ishida 1998,
Luppen 2002, Weinstein 1998, Weinstein 2000] und die Frakturheilung in Tiermodel-
len [Blunt 1950, Clein 1962, Doyon 2010, Gilley 2009, Kostenszky 1974, Kowalewski
1958, Kowalewski 1959, Murakami 1966, Sissons 1951, Wiancko 1961]. Eine neuere
Studie wies zudem auf einen moéglichen hemmenden Einfluss von Cephalosporinen
auf Osteoblasten im Zellkulturmodell hin [Salzmann 2007].

Die frihe Phase der Knochenheilung ist durch eine Entzindungsreaktion des Kor-
pers gekennzeichnet, welche die fir den Heilungsprozess notwendigen Entzin-
dungs- und Vorlauferzellen durch chemische Botenstoffe, u.a. Wachstumsfaktoren,
zur Frakturstelle bringt und zur Proliferation anregt [Klaushofer 1994, Probst 1997].
Neuere molekularbiologische Studien deuten darauf hin, dass gerade die frihe Hei-
lungsphase moglicherweise fur den endgultigen Erfolg und die Stabilitdt des Kno-

chens entscheidend ist [Dimitriou 2005].

NSAR

Prostaglandine sind unter anderem solche Botenstoffe mit proinflammatorischem
Effekt, welche in der Knochenheilung eine funktionelle Rolle spielen. Dabei wird
durch die Enzyme Cyclooxygenase 1 (COX-1) und 2 (COX-2) die Biosynthese der
Prostaglandine gesteuert [Smith 2000], wobei COX-2 spezifisch an der Entzindungs-
reaktion beteiligt ist, wohingegen COX-1 eher universell an verschiedenen physiolo-

gischen Prozessen, wie z.B. der Thrombozytenaggregation, Zytoprotektion im Ga-
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strointestinaltrakt, Vasodilatation/-konstriktion und viele mehr, involviert ist [Radi
2009]. NSAR inhibieren im Allgemeinen (unspezifisch) die Aktivitat beider bisher
identifizierten Cyclooxygenasen, wie beispielsweise |buprofen und Diclofenac. Auf-
grund der Annahme, dass die therapeutischen Effekte der NSAR vornehmlich durch
COX-2-Hemmung, und die Nebenwirkungen durch Inhibition der COX-1 verursacht
werden, wurden COX-2-selektive NSAR entwickelt [FitzGerald 2001, Hawkey 1999],
z.B. Rofecoxib (erster selektiver COX-2 Hemmer, inzwischen wegen kardiovaskula-
rer Nebenwirkungen aufder Handel [Villalba 2004]), Celecoxib und neuerdings Etori-
coxib [Back 2011].

Zur Schmerz- und Schwellungsreduktion werden NSAR im Allgemeinen nach Fraktu-
ren in breiter Indikationsstellung eingesetzt [Steinmeyer 2000], scheinbar ohne dass
dabei an eine mogliche Einflussnahme auf die Frakturheilung gedacht wird. Zahlrei-
che tierexperimentelle Studien weisen auf diese Problematik hin [Bergenstock 2005,
Brown 2004, Chikazu 2011, Gerstenfeld 2003, Simon 2007], legen jedoch haupt-
sachlich réontgenologische, histologische und biomechanische Ergebnisse vor. Sie
zeigen unter anderem, dass auch COX-2-selektive NSAR in den frGhen Stadien der
Frakturheilung die mechanischen Eigenschaften des Kallus signifikant vermindern
und die Knochenbruchheilung verzégern kdnnen. Dartber hinaus kann die endgulti-
ge Stabilitat des Knochens vermindert sein. Somit scheint COX-2 fur die Frakturhei-
lung eine wichtige Rolle zu spielen [Chikazu 2011]. Des Weiteren werden sowohl
COX-1-selektive NSAR als auch COX-2-selektive NSAR zur Prophylaxe heterotoper

Ossifikationen eingesetzt [Vasileiadis 2011].

Glukokortikoide

Im Gegensatz zu Cyclooxygenase-Hemmern, die erst bei der Konversion von Ara-
chidonsaure zu Prostaglandinen in die Biosynthese eingreifen, unterbinden Gluko-
kortikoide die Herstellung der Arachidonsaure und greifen so bereits friiher als NSAR
in den zur Prostaglandinsynthese fuhrenden Prozess ein [Spies 2011]. Arachidon-
saure bildet die Grundlage fur die Produktion sowohl von Prostaglandinen als auch
Leukotrienen [Spies 2011]. Letztere spielen neben den Prostaglandinen ebenfalls
eine entscheidende Rolle in der Entzindungsregulation des Korpers. Folglich kdnn-
ten Glukokortikoide eine schwerwiegende(re) Beeintrachtigung der Knochenheilung
nach sich ziehen [Ho 1995, Luppen 2002, Waters 2000].
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Antibiotika

Perioperative Antibiotikaprophylaxe reduziert erwiesenermalen das Risiko von Infek-
tionen [Boxma 1996, Espehaug 1997, Salzmann 2007, Wolff 1998]. Die publizierten
Raten von Knochen- und Gelenkinfektionen nach Reposition und Osteosynthese ge-
schlossener Frakturen liegen im Bereich von 0,5 bis 3,5% [Boxma 1996, Espehaug
1997, Salzmann 2007] und steigen nach Behandlung von offenen Frakturen und in
der Revisionsendoprothetik an [Ketterl 1993, Peersman 2001, Salzmann 2007]. Eine
grolde Variabilitat zeigt sich in Bezug auf die prophylaktische Therapie. Heute wird
die perioperative Antibiotikaprophylaxe in der orthopadischen Chirurgie in der Regel
fur 24 h durchgeflhrt, wobei mit einer intravendsen Einzeldosisverabreichung von
Antibiotika zum Zeitpunkt des Narkosebeginns gestartet wird [Glenny 1999,
Salzmann 2007, Southwell-Keely 2004].

Das Cephalosporin der zweiten Gruppe, Cefuroxim, bietet ein antimikrobielles Spek-
trum gegen die bedeutendsten Erreger von Knocheninfektionen [Gold 1983,
Salzmann 2007]. Es ist stabil gegenuber B-Laktamasen und zeigt eine gute Kno-
chenpenetration [Gold 1983, Katzer 1997, Leigh 1986, Lovering 1997, Nungu 1995,
Salzmann 2007]. Daher ist Cefuroxim eines der am haufigsten verwendeten Antibio-
tika zur perioperativen Prophylaxe in der orthopadischen Chirurgie [de Lalla 2001,
Lovering 1997, McQueen 1990, Salzmann 2007]. Mehrere Studien haben die Wirk-
samkeit von Cefuroxim-impragniertem Knochenzement zur Prophylaxe bei Gelenker-
satz untersucht [Chiu 2002, Chiu 2001, Hughes 1979, Liu 2003, McQueen 1987,
McQueen 1990, Salzmann 2007]. Der Vorteil in einer lokalen Anwendung, die zuerst
von Buchholz und Engelbrecht 1970 beschrieben wurde [Buchholz 1970], ist, dass
deutlich hdhere lokale Antibiotika-Konzentrationen erreicht werden konnen, ohne
dass systemisch toxische Spiegel erreicht werden [Mader 1999, Zalavras 2004]. Al-
lerdings haben jlingste Untersuchungen hemmende und toxische Auswirkungen ho-
her Antibiotika-Konzentrationen auf osteoblastische Zellen in vitro ergeben [Edin
1996, Holtom 2000, Isefuku 2001, 2003, Miclau 1995, 1998, Salzmann 2007]. Auf-
grund der kontinuierlichen Arzneimittelfreisetzung aus dem Zement kann die Ver-
wendung von Antibiotika-impragniertem Knochenzement zur Prophylaxe zusatzlich
zu einer langeren Antibiotika-Wirkung auf Knochenzellen fihren. So zeigte eine
neuere Studie, dass héhere Dosen von Cefuroxim die Proliferation und Differenzie-

rung der Osteoblasten in vitro stark beeintrachtigt haben [Salzmann 2007], wobei der
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Wirkmechanismus noch nicht naher identifiziert werden konnte. Da auch dieses Me-
dikament breit eingesetzt wird, ware es fur den klinischen Alltag von grolier Bedeu-

tung, die bisher noch nicht erforschte in vivo-Wirkung genauer zu untersuchen.

Tiermodelle

Isolierte Versuche an Zellkulturen kénnen nur eingeschrankt Aussagen zum Hei-
lungsverlauf nach Frakturen beziehungsweise der Beeinflussung desselben durch
Medikamente geben. Die komplexen (patho-)physiologischen Heilungsvorgange
nach einer Knochenfraktur, mit der fur sie notwendigen Entziindungsreaktion des
Korpers — wie oben beschrieben — erfordern den lebenden Organismus [Dumont
2009, Gerstenfeld 2009, O'Loughlin 2008]. Somit sind Tierversuche eine conditio sine
qua non, Frakturheilungsstérungen unter Einnahme von NSAR, Glukokortikoiden und
Cephalosporinen zu untersuchen und im Hinblick auf das Wohl der Patienten gege-
benenfalls die Verabreichung jener Substanzen zu modifizieren.

Unterschiedliche Tierarten und Geschlechter metabolisieren (altersabhangig) ver-
schiedene Wirkstoffe anders, was zu anderen Wirkungen/Nebenwirkungen der Medi-
kamente auf den Organismus der jeweiligen Spezies fihren kann und somit eine An-
passung der Dosis erfordert [Beck 2003, Chen 2006, Huddleston 2000, Luppen
2002, Newman 1987, Simon 2007, Waters 2000]. Daher ist die unterschiedliche Re-
aktion verschiedener Tiere auf Medikamente ein wichtiges Kriterium in der Auswahl
eines entsprechenden Tiermodells. Hierbei bieten sich verschiedene Modelle an:
Wahrend anfangs Frakturheilungsmodelle (heute vor allem Biomaterialtestung fur
Knochenersatz) aufgrund leichterer Durchfiihrbarkeit und Ahnlichkeit zum Menschen
hauptsachlich bei Groldtieren wie Schafen [Bensaid 2005, Kon 2000, Nuss 2006,
Petite 2000, Petrizzi 2007, Viateau 2007, von Rechenberg 2006], Ziegen [Kruyt 2006,
Zhu 2006], Hunden [Bruder 1998, He 2007, Yamada 2004], Schweinen [Zhou 2006]
durchgefuhrt wurden, sind in jingerer Zeit Nagetiere wie Ratte [Betz 2006,
Bonnarens 1984, Drosse 2008, Jager 2007, Jager 2005a, b, Vogelin 2005] und Maus
[Schieker 2004, Seitz 2007, Zhang 2005] in den Fokus der Forschung geruckt
[Einhorn 1998, Hiltunen 1993a]. Diese weisen im Gegensatz zu Schafen, Hunden
oder Schweinen keine Havers’schen Kanale auf [Martiniakova 2006, Nunamaker
1998] und sind nur von kleiner GréRe. Dadurch sind sie als Versuchstier aber peri-

operativ einfacher und glnstiger zu handhaben, was grofde Untersuchungsgruppen
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realisieren lasst. Letztere erhdhen die Chance, statistisch relevante Aussagen treffen
zu kénnen. Gerade fur die Maus sind eine grole Anzahl an Antikdrpern fur biochemi-
sche und immunhistologische Untersuchungen erhaltlich, und es existieren (wie bei
Ratten) teils genetisch modifizierte Stamme, die beispielsweise eine Frakturheilungs-
studie unter Berlcksichtigung spezieller Fragen ermdglicht. Der groRe Vorteil der
Ratte gegenuber der Maus liegt in ihrer KorpergrofRe, was vor allem das operative
Handling, aber auch die biomechanische Knochentestung deutlich erleichtert.
Grundsatzlich sind Tibia- und Femur-Frakturmodelle an der Ratte mit denen an der

Maus vergleichbar.

Frakturheilungsmodelle

Hier kann man zwischen Fraktur- und Defektmodellen differenzieren: Erstere dienen
beispielsweise der Analyse des Einflusses verschiedener Medikamente auf den Ab-
lauf der Frakturheilung. Letztere hingegen dienen der Evaluation des Einflusses von
Knochenersatz auf den Heilungsverlauf durch Implantation verschiedener Tragerma-
terialien (,scaffolds’) [Histing 2011].

Man kann bei Tibia- und Femurfrakturmodellen an Ratte und Maus zwischen ge-
schlossener und offener Frakturierung sowie zwischen intra- und extramedullaren
Verfahren unterscheiden [Histing 2011]. Die geschlossenen Modelle lassen sich im
Wesentlichen auf das von Bonnarens und Einhorn 1984 an der Ratte beschriebene
intramedullare Modell zurlckfihren — der Kirschner-Draht-Osteosynthese (Markna-
gel) [Beck 2003, Bonnarens 1984, Histing 2011, Histing 2009b, Holstein 2007,
Krischak 2007a, Krischak 2007c, Simon 2007]. Um nur einen geringen Weichteil-
schaden zu generieren, wird hierbei durch eine stumpfe Guillotine eine standardisier-
te quere Schaftfraktur gesetzt. Entsprechende Mausmodelle an Tibia [Hiltunen
1993b] und Femur [Manigrasso 2004] wurden publiziert.

Die offenen Modelle werden gewahlt, um den Knochen unter Sicht zu frakturieren
oder zu osteotomieren (in der Regel im Rahmen eines Defektmodells), wobei meist
ein lateraler Zugang gewahlt wird [Cheung 2003]. Das sogenannte Pin-clip device fur
die Maus stellt einen Marknagel dar, welcher mit einem Bulgel verbunden ist (intra-,
extramedullar) [Histing 2011]. Hierdurch ergibt sich eine hohe mechanische Stabilitat,
welche jedoch mit einem komplexem Eingriff und groRer Weichteil- und Marktrauma-

tisierung verbunden ist [Garcia 2008a, Garcia 2008b]. Des Weiteren gibt es einen
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Verriegelungsnagel (interlocking nail) fur Ratte und Maus, dessen Anbringen jedoch
einen komplexen und invasiven Eingriff erfordert, dafiir aber eine extrem hohe Stabi-
litat bietet [Garcia 2010, Histing 2011, Schoen 2008].

Als weiteres extramedullares Verfahren gibt es die Verriegelungsplatte, welche durch
Verriegelungsschrauben fixiert wird und fir Diaphysen- und Metaphysen-
Defektfrakturen benutzt werden kann. Diese Platte weist ein geringes Gewicht auf
und befahigt zur intramembrandsen Frakturheilung ohne Kallus [Heiner 2006, Histing
2009a, Matthys 2009, Stuermer 2008, Wingerter 2007].

Die Osteosynthese mittels Fixateur externe als extramedullares, rotations- und ach-
senstabiles Verfahren kann je nach Rigiditat eine mehr chondrale oder mehr intra-
membrandse Frakturheilung bewirken [Claes 2009b, Histing 2011, Rontgen 2010,
Thompson 2002]. Der Hauptvorteil dieses Systems ist, dass die Frakturzone ein-
schliel3lich des Periosts nicht tingiert wird. Zudem kann die Rigiditat der Stabilisie-
rung wahrend der Frakturheilung ohne weitere Operation modifiziert werden [Claes
2009a). Die Nachteile dieses Verfahrens liegen allerdings in einem hohen Implantat-
gewicht mit folglicher Behinderung des Bewegungsablaufs des Tieres sowie in der
Gefahr, sich im Kafig zu verhaken, in der Invasivitat sowie in einer komplexen Opera-
tionstechnik.

Im Anschluss wurden rotationsstabile, geschlossene Osteosyntheseverfahren wie
der geschlossene Verriegelungsmarknagel fir den Oberschenkel (locking femur nail)
[Histing 2011, Holstein 2007] beschrieben. Dabei konnte die Rotationsstabilitat ver-
bessert werden, jedoch keine axiale Stabilitat erreicht werden. Gesteigert werden
konnte sowohl die Rotations- als auch die axiale Stabilitdt durch eine intramedullare
Kompressionsschraube (Mouse-/RatScrew) [Claes 2009b, Histing 2011, Holstein
2009] (Tab. 1-1).
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. Intramedullare . . .
. Locking . . . Verriegelungs- | Verriegelungs- Fixateur
Pin N Pin-Clip Kompressions-
nail platte nagel externe
schraube
Tierart Ratte/Maus Maus Maus Ratte/Maus Ratte/Maus Ratte/Maus Ratte/Maus
Frakturheilung enchondral enchondral enchondral enchondral intramembrands enchondral . enchondral/“
intramembrands
Modellart geschlossen geschlossen offen geschlossen offen offen offen
intramedullar ja ja ja ja nein ja nein
Invasivitat niedrig niedrig hoch niedrig hoch hoch hoch
Komplexitat
chirurgischer niedrig niedrig hoch niedrig hoch hoch hoch
Zugang
Bruchform Fraktur Fraktur Osteotomie Fraktur Osteotomie Osteotomie Osteotomie
Defektmodell nein nein ja nein ja ja ja
y Titan/Polyether-
Material Stahi/Titan Stahl Stahl Edelstahl Titan/Polyether- Edelstahl etherketon
etherketon (PEEK) (PEEK)
001259 001259 0,025 g Maus 0,02 g Maus 0,04 g Maus 0.06 g Maus 0.20 g Maus
. Maus Maus
Gewicht
0,20 g Ratte 0,28 g Ratte 0,20 g Ratte 0.57 g Ratte 0.32 g Ratte
Kosten niedrig niedrig niedrig hoch hoch hoch hoch
Tab. 1-1 Implantate zur Frakturstabilisation von Mausen und Ratten [nach Histing 2011]
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2 Problem, Fragestellung und Ziel der Arbeit

Zur Schmerz- und Schwellungsreduktion werden Nicht-Steroidale-Anti-Rheumatika
(NSAR) im Allgemeinen nach Traumata/Frakturen und Operationen in breiter Indika-
tionsstellung eingesetzt — scheinbar ohne dass dabei an eine mogliche Einflussnah-
me auf die Frakturheilung gedacht wird. Aufgrund zahlreicher tierexperimenteller
Studien stehen NSAR und Glukokortikoide seit geraumer Zeit im Verdacht, die Kno-
chenbruchheilung negativ zu beeinflussen. Nachgewiesenermalien beeintrachtigen
sie das Remodelling. Eine neuere Studie wies zudem auf einen moglichen hemmen-
den Einfluss von Cephalosporinen auf Osteoblasten im Zellkulturmodell hin.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, anhand eines Tiermodells an der
Ratte die Beeintrachtigung der Frakturheilung durch Gabe von NSAR, Glukokortikoi-
den und Cephalosporin-Antibiotika detailliert in vivo zu untersuchen. Dazu sollte den
Versuchstieren in etablierter, standardisierter Weise nach Marknagelung eine Fe-
murschaftfraktur unter Vollnarkose gesetzt, und anschlieRend im postoperativen Ver-
lauf oben genannte Medikamente (Diclofenac, Prednisolon, Cefuroxim) verabreicht
werden.

Durch Anwendung radiologischer, histomorphometrischer und biomechanischer Un-
tersuchungen sowie der spektralen Bildanalyse (Schwerpunkt einer anderen Promo-
tion) sollten konsekutiv die Effekte dieser Substanzen auf die Frakturheilung darge-
stellt werden. Zielgrofien sollten die qualitative und quantitative Zusammensetzung
des Kallus sowie dessen Belastbarkeit sein. Die Erkenntnisse kdnnten — gegebenen-
falls nach weiterfUhrenden Studien — weitreichende Auswirkungen auf die postopera-
tive/posttraumatische Verabreichung oben genannter Pharmaka nach sich ziehen.
Nebenziel der Arbeit war es, ein vollautomatisches Zweischwellenwertverfah-
ren/Skript fur die uCT -Untersuchungen zu etablieren, welches vollautomatisch den
Knochen detektieren und gleichzeitig Kallus von ortsstandigem Knochen trennen
sollte, ohne flr jede Struktur einzelne regions of interest (ROI) zeichnen zu missen.
Dieses Verfahren hatte insbesondere neben der grolden Zeitersparnis den Vorteil,
dass das teilweise nahezu unmdgliche Trennen des Knochens durch viele ROIs in-

nerhalb des Frakturbereiches entfiele, und damit die Prazision steigen wdurde.
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3 Material und Methode

3.1 Tiermodell
Die Versuche wurden an mannlichen Wistar-Ratten (Crl: WI, Gewicht: 500 g +/- 50 g,

Alter: 16 Wochen) durchgefiuihrt. Hierbei sollte der Einfluss verschiedener typischer
postoperativer Medikamente nach Marknagelung und Frakturierung des Femurs
(mittlere Diaphyse) auf die Frakturheilung untersucht werden. Die insgesamt 64 Ver-
suchstiere wurden randomisiert in 2 Gruppen aufgeteilt. Gruppe A bestand aus 25
Tieren und wurde der Auswertung mittels uCT und Histomorphometrie zugefuhrt. Die
biomechanische Auswertung erfolgte an den restlichen 39 Tieren der Gruppe B.

Entsprechend der von uns untersuchten Substanzen wurden 4 Untergruppen gebil-
det: Cephalosporin, NSAR, Glukocortikoid und Kontrolle. Daraus ergab sich inner-
halb der Gruppe A eine Gruppengrdlie von 6 - 7 Tieren und innerhalb der Gruppe B
von 8 - 11 Tieren pro Versuchsarm. Tab. 3-1 zeigt die Einteilung der verschiedenen

Gruppen und deren Probenanzahl.

Gruppe Cephalosporin | Diclofenac | Prednisolon | Kontrolle
A (Histologie/uCT) 6 7 6 6
B (Biomechanik) 9 8 11 11
Tab. 3-1 Ubersicht iiber die verschiedenen therapeutischen Gruppen

3.1.1 Tierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgte in Standardkafigen aus Makrolon [fur bis zu 2 Ratten
Typ Il (H: 20cm, B: 22cm, T: 37 cm); fur bis zu 4 Ratten Typ IV (H: 20 cm,
B: 35 cm, T: 55 cm)]. Futter (Rattenpellets Fa. Altromin) und Wasser erhielten die
Tiere ad libitum (Trinkwasser bei Wechsel der Flaschen 2- bis 3-mal pro Woche).
Den Tieren standen neben dem normalen Holzgranulateinstreu Kriechréhren aus
Pappe und Zellstoff als Nestbaumaterial zur Verfligung. Die Rdume sind speziell als
Tierhaltungsraume konzipiert (personenlimitierte Zutrittskontrolle, Pflege durch aus-
gebildete Versuchstierpfleger, Klimatisierung, Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stun-
den mit Dammerungsphase). Die Haltung der Tiere erfolgte in Umsetzung der in der

EU-Richtlinie 86/609 festgelegten Bedingungen.
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3.1.2 Praoperatives Management

Die mannlichen Sprague-Dawley-Ratten wurden im Institut fir Experimentelle Onko-
logie und Therapieforschung der TU Minchen operiert und wahrend der gesamten
Versuchsphase betreut. Vor dem operativen Eingriff und vor der Fluorochromgabe
wurde das Korpergewicht der Tiere zur korrekten Dosierung der Narkotika, Fluoroch-
rome und Medikamente ermittelt. Auch die Tiere der Gruppe B, bei denen die Fluoro-
chromgabe entfiel, wurden an diesen Tagen gewogen. So erfolgte gleichzeitig eine
Verlaufskontrolle des Korpergewichts der Tiere. Ware bei einem Tier das Korperge-
wicht um 15% abgefallen, so ware dieses Tier entsprechend den Abbruchkriterien
aus dem Versuch genommen, euthanasiert, und die Ursache hierfir abgeklart wor-
den. Da die Tiere einen hohen Stoffwechselgrundumsatz besitzen, wurde auf eine

praoperative Nahrungskarenz verzichtet.

3.1.3 Narkose

Zur Marknagelung und Frakturierung des Femurs war eine Vollnarkose notwendig.
Als Narkose wurde eine Kombination von Medetomidin (150 pg/kg KG), Midazolam
(2 pa/kg KG) und Fentanyl (5 ug/kg KG) verwendet. Diese wurde in einer Mischsprit-
ze intramuskular (i.m.) appliziert. Vorteile dieser Narkose waren, dass die Tiere spon-
tan atmen konnten, eine Nachdosierung und Verlangerung bei Bedarf mdglich war,
sie eine ausreichend analgetische Komponente beinhaltete und komplett antagoni-
sierbar war. Anschlielend wurde das Tier auf dem OP-Tisch positioniert, mit Sauer-
stoff (1 I/min) versorgt und zur Uberwachung mit Hilfe einer Sonde an der Hinterpfote
an ein Pulsoxymeter angeschlossen. Nach Einleiten der Narkose wurde das OP-Feld
rasiert und desinfiziert. Die Operationen erfolgten unter aseptischen Bedingungen in
speziellen Tieroperationsraumen. Um einen moglichst hohen Grad an Reproduzier-
barkeit des operativen Ergebnisses zu erhalten, wurde die linke Seite als OP-Seite
definiert. Am Ende der Eingriffe wurde die Narkose mit Atipamezol (0,75 mg/kg KG),
Flumazenil (0,2 mg/kg KG) und Naloxon (0,12 mg/kg KG) antagonisiert. Diese wur-
den ebenfalls in einer Mischspritze, jedoch subkutan (s.c.), appliziert. Dies war von
Vorteil, da die Tiere schnell aus der Narkose aufwachten und somit die Kreislaufbe-
lastung der Narkose wie auch der Nachschlaf, in dem kleine Tiere oft auskihlen, ent-
fiel. Um eine Auskuhlung zu verhindern, wurden die Tiere durch ein digitales Heizkis-
sen gewarmt. Die Kontrolle der Kérpertemperatur erfolgte mittels Fieberthermometer

rektal.
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3.1.4 Operationstechnik

Die Femurfraktur sowie ihre Versorgung liefen standardisiert ab [Beck 2003,
Bonnarens 1984, Histing 2011, Histing 2009b, Holstein 2007, Huo 1991, Krischak
2007a, Krischak 2007¢c, Simon 2007]. Allen Versuchstieren wurde durch eine Drei-
Punkt-Biegung nach vorangegangener Marknagelung (Durchmesser des Kirschner-
Drahtes: 1 mm [Hao 2007]) eine standardisierte Femurfraktur im Bereich der Diaphy-
se des Knochens gesetzt. Es erfolgten konventionell radiologische Kontrollen nach
der Marknagelung, nach der Fraktur (beide intraoperativ) sowie post mortem. Im De-
tail erfolgte ein gerader glutealer Zugang, welcher Uber den Trochanter major des
linken Femurs erweitert wurde. Nach scharfer Durchtrennung von Kutis und Subkutis
sowie der Muskelfaszie der Abduktorenmuskulatur wurden der Trochanter major und
der Oberschenkelhals stumpf dargestellt. Anschlieliend erfolgte das Einbringen eines
K-Drahtes orthograd (Durchmesser 1 mm) aus rostfreiem Stahl Uber die Fossa tro-
chanterica bis zur Innenkortikalis des Femurkondylus zur intramedullaren Schienung
des Femurs. Im Bereich der Fossa trochanterica wurde der Draht auf Knochenniveau
gekurzt. Nach Naht der Faszie und oberflachlichem Wundverschluss (Nahtmaterial
Vicryl 4-0) erfolgte anschlieRend das standardisierte Setzen der Femurfraktur mittels
3-Punkt-Biegung im Bereich der mittleren Diaphyse.

Dies geschah durch eine eigens hierflr gestaltete Apparatur (modifiziert nach Bonna-
rens [Bonnarens 1984]), die einer Guillotine gleicht, jedoch stumpf ist (Abb. 3-1). Sie
besteht im Wesentlichen aus zwei horizontal verstellbaren Auflagen (Anvil), auf wel-
che der Oberschenkel des Tieres so abgelegt wurde, dass ein schmales und stump-
fes Fallbeil den Femur genau im mittleren Drittel traf. So wurde eine einfache Quer-
fraktur ohne Zertrimmerung des Knochens und ohne nennenswertes Weichteiltrau-
ma verursacht. Ansonsten musste das Tier entsprechend der Publikation von Mor-
gan ausgeschlossen werden [Morgan 2009]. Das Fallbeil selbst bewegte sich dabei
in der Héhe nur um 3 mm (Travel distance), was weniger als der Halfte des Durch-
messers der Mitte des Femurs entsprach, um ein komplettes Abtrennen der Extremi-
tat zu verhindern. Die entscheidende Krafteinwirkung entstand durch ein von oben
aus 35 cm Hohe auf das Fallbeil eintreffendes Gewicht von 500 Gramm (Abb. 3-2).
Postoperativ war keine Entlastung der operierten Extremitat notwendig. Die Tiere

konnten nach Marknagelung das Bein sofort belasten.
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Die radiologische Kontrolle wurde mittels C-Bogen (Siemens, Deutschland) durchge-
fuhrt (Abb. 3-3). AnschlieRend erfolgte die randomisierte Einteilung der Tiere in eine

der 6 Behandlungs- beziehungsweise 2 Kontrollgruppen.

Abb. 3-1 Guillotineartige Apparatur Abb. 3-2 Femurfraktur durch Drei-Punkt-Biegung

Abb. 3-3 Radiologische C-Bogen-Kontrolle

3.1.5 Postoperative Nachsorge/Applikation von Medikamenten

Nach dem Eingriff vor Erwachen aus der Narkose erhielten die Tiere alle 12 Stunden
fur 3 Tage Buprenorphin (0,075 mg/kg KG) subkutan. Freie Bewegung in den Kafi-
gen war direkt nach der Fraktursetzung beziehungsweise Erwachen aus der Narkose
erlaubt. Je nach Gruppeneinteilung erfolgte taglich die subkutane Applikation der
entsprechenden Medikamente aus der Gruppe der NSAR, Glukokortikoide oder
Cephalosporin-Antibiotika. Die Kontrolltiere erhielten lediglich NaCl-Losung subku-

tan.
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Im Detail erfolgte die Medikamentengabe in folgenden Dosierungen:

Diclofenac (Voltaren-Resinat, Novartis GmbH): 5 mg/kg KG pro Tag subkutan [Beck
20083, Krischak 2007b, Simon 2007]

Prednisolon (Solu-Decortin H, Merck KGaA): 0,5 mg/kg KG pro Tag subkutan
[Newman 1987]

Cefuroxim (Cefuroxim Fresenius, Fresenius Kabi AG): 30 mg/kg KG pro Tag subku-
tan [Chen 2006, Huddleston 2000]

Bei allen Tieren wurde an Tag 5 des Versuchsablaufs in Vollnarkose Blut aus dem
Venenwinkel gewonnen, um die Serumspiegel der taglich eingenommenen Medika-
mente zu Uberpriifen. Die Uberlebenszeit betrug fiir alle Tiere 21 Tage.

Um eine histologische Auswertung der Knochenwachstums- und Knochenumbau-
vorgange zu ermdglichen, wurde eine polychrome Sequenzmarkierung durchgefuhrt,
welche Schwerpunkt einer anderen Promotion ist. Fur alle Tiere der Gruppe A be-
ginnt die Verabreichung des ersten Fluorochromes an Tag 1 nach Fraktur. Die ein-
zelne Gabe der Ubrigen Fluorochrome erfolgt jeweils im Abstand von 5 Tagen bis
5 Tage vor Euthanasie (Tag 21) in einem Volumen von 1 ml subkutan in folgenden
Dosierungen [Pautke 2005]:

Tag1  Calcein Blau: 30 mg/kg KG subkutan

Tag6  Calcein Grun: 15 mg/kg KG subkutan

Tag 11 Xylenolorange: 90 mg/kg KG subkutan

Tag 16 Rolitetracyclin: 25 mg/kg KG subkutan

3.1.6 Opferung und Probenentnahme

Am Ende des Versuchs wurde allen Tieren in Isofluran-Narkose durch Punktion des
Herzens nochmals Blut enthommen, um den Serumspiegel des jeweiligen Medika-
ments erneut zu bestimmen. Hiernach wurden die Tiere gemald EU-Empfehlung
durch eine dreifache Uberdosis Pentobarbital (90 mg/kg KG) in Narkose euthana-
siert. Das frakturierte Femur wurde erneut durch Réntgen wie beschrieben (Abb. 3-3)
radiologisch dargestellt. Die Entnahme der Femura erfolgte durch Exartikulation im
Knie- und Huftgelenk (Abb. 3-4). Abbruchkriterien, welche zu einem Versuchsab-
bruch geflhrt hatten, waren: Gewichtsverlust 2 15%, Infektion und/oder Lahmheit

abhangig von Schwere und Dauer.
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Abb. 3-4 Makroskopische Ansicht

Die Knochen wurden dabei genau auf alle Auffalligkeiten wie zum Beispiel Fehlstel-

lungen und Kallusbildung untersucht.

3.2 Auswertung
3.21 Serum-Medikamenten-Spiegel

Das gewonnene Blut von ca. 1 ml wurde zentrifugiert, so dass mindestens 0,5 ml
Serum entstanden. Dieses wurde bei -20° Celsius eingefroren und anschlieend in
gefrorenem Zustand an ein Labor fir klinische Chemie (Medizinisches Versorgungs-
zentrum Dr. Eberhard & Partner Dortmund) geschickt, wo es auf die Substanzen Ce-
furoxim, Diclofenac und Prednisolon bzw. deren Stoffwechselprodukte untersucht

wurde.

3.2.2 Radiologische Analyse (Rontgen, Mikro-CT)

Post mortem wurden anhand von konventionellen Réntgenbildern kndécherne Durch-
bauung, Achsenstellung, Kallusbildung, Qualitadt und Lokalisation der Frakturen beur-
teilt (Abb. 3-3).

Zur detaillierten, dreidimensionalen Darstellung und Bestimmung verschiedener
morphometrischer Knochenparameter diente in dieser Arbeit der Mikrocomputerto-
mograph uCT 40 der Fa. Scanco Medical® AG, (Brittisellen, Schweiz) (Abb. 3-5).

Abb. 3-5 Mikrocomputertomograph uCT 40
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Die uCT-Analyse stellt ein invasives, nicht destruktives Verfahren dar, welches eine
Untersuchung des Hartgewebes bis auf eine PixelgroRe von 0,5um
(MCT 50 = nanoCT) zulasst, ohne dass die Proben speziell vorbereitet werden mus-
sen. Dank der isotropen Auflésung ist die Schichtdicke immer gleich wie die Pixel-
grofde innerhalb einer Schicht. Die technische Basisentwicklung der uCT geht auf die
Vorarbeiten von Riegsegger und Mitarbeitern zurick [Ruegsegger 1996]. Bei dem
MCT 40 handelt es sich um eine Kegelstrahl-Mikrofokusréhre mit einer Fokusgrofie
von 5 uym als Quelle und einem CCD-Sensor als Detektor, womit eine maximale Auf-
|6sung von 6 yum nominal (Pixelgroe) bzw. 9 ym (10% MTF) generiert werden kann.
Aus dem gewonnenen Datensatz kdnnen 3D-stereologische Indizes berechnet wer-
den, die den Definitionen der Standardhistomorphometrie entsprechen. Die Validitat
und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu anderen histomorphometrischen Metho-
den zur Bewertung der Knochenarchitektur wurden in verschiedenen Arbeiten belegt
[Barbier 1999, David 2003, Engelke 1999, Ito 1998, Kuhn 1990, Muller 1998,
Thomsen 2005, Uchiyama 1997].

Vor den Messungen wurden die Kirschner-Drahte vorsichtig entfernt [Chu 2007]. Die
Proben wurden innerhalb des transparenten Messrohrchens (Innendurchmesser:
18,5 mm) in paralleler Anordnung zu diesem ausgerichtet und mittels eines sie um-
gebenden Schwammes befestigt (Abb. 3-6) [Zhou 2009]. Zur Fixierung dieser Prapa-
rate und zur Vermeidung des Austrocknens durch Temperaturerhbhungen wahrend
der 61,9 Minuten dauernden Messung wurde der Probenhalter mit 100% Methanol
gefillt (Abb. 3-6).

Abb. 3-6 Probe und Probenhalter
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Als Vorbereitung jeder uCT-Aufnahme muss zunachst in der SCOUT VIEW-
Darstellung (Abb. 3-7), die etwa einem herkdmmlichen Rdntgenbild entspricht, die
Messregion durch sorgfaltige Bestimmung des zu scannenden Bereichs der Probe
festgelegt werden (Abb. 3-8). In unserem Fall umfasste diese in der Z-Achse 6,2 mm
und damit sowohl proximal als auch distal des Frakturspaltes (nach Zentrierung auf
diesen) 3,1 mm [Gabet 2004, Hao 2007, Morgan 2009, Shefelbine 2005b)].

Abb. 3-7 Scout view Abb. 3-8 Messregion: 6,2 mm

Die Scans mit einer Schichtdicke von 0,01 mm erfolgten mit ,High resolution Scan
Mode“ und einer Integrationszeit von 200 ms, entsprechend 1000 Projektionen pro
Schicht mit jeweils 2048 Messpunkten pro Schicht Uber einen Winkel von 180°
[Nazarian 2008]. Die Integrationszeit bezieht sich hier auf die Zeit, die der Detektor
der eintreffenden Rdntgenstrahlung pro Projektion ausgesetzt ist. Gescannt wurden
immer 620 Schichten. Aufgrund der beam hardening-Effekte wurde ein Korrektural-
gorithmus basierend auf einem 1200 mg HA/ccm Phantom angewendet, welches
dem friher angewandten 200 mg HA/ccm Phantom Uberlegen sein soll [Fajardo
2009, Kazakia 2008].

Nach Rekonstruktion der Daten erfolgte die Analyse der mikrostrukturellen Parame-
ter anhand des gewahlten volume of interest (VOI), um die 3D-Auswertung zu erhal-
ten. Dies erfolgte mit der speziellen Software IPL (Image processing language)
(Scanco Medical® AG, Brittisellen).

Dieses Verfahren bendtigt zur Berechnung von Messungen Schwellenwerte und
spezielle Filter (Sigma und Gaul — spezielle programmspezifische Rechenfunktionen

zur Rauschunterdrickung), die vom Benutzer definiert werden mussen [Ding 1999,
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Feldkamp 1989, Muller 1998, Ruegsegger 1996]. Wir ermittelten den optimalen
Schwellenwert visuell durch zwei unabhangige Untersucher an allen Proben, um
ortsstandigen Knochen von Kallus (und Mark) zu trennen. Hierbei war der Unter-
schied in der Helligkeit der Pixel klar gegeben (Abb. 3-9). Unser unterer Schwellen-
wert flr den Kallus lag bei 150 (pro Mille vom maximalen Grauwert), der Gaul3 Sigma
bei 0,8 und der Gauld Support bei 1, der untere Schwellenwert flir den ortsstandigen
Knochen bei 370, der Gauld Sigma bei 1,5 und der Gauld Support bei 3 (Abb. 3-10).

Abb. 3-9 Ermittelung des Schwellenwertes, 2D-Bild
Links: Kallus und ortsstandiger Knochen, Grauwertbild
Rechts: Kallus und ortsstiandiger Knochen (Kallus: rot) vollautomatisch segmentiert

Abb. 3-10 2-Schwellenwertverfahren, 3D-Bild

Links: peri- und endostaler Kalllus (Schwellenwert: 150)

Mitte: ortsstiandiger Knochen (Schwellenwert: 370)

Rechts: Kallus und ortsstiandiger Knochen (Kallus: semitransparent)
Die Zugehorigkeit eines Pixels zu einem Segment wird durch den Vergleich des
Grauwertes/Dichtewertes mit einem Schwellenwert bestimmt. Der Grauwert eines
Pixels stellt hierbei seinen reinen Helligkeitswert dar.
Hilfreich war dabei das zugehorige Histogramm (Abb. 3-11 und Abb. 3-12 rechte
Spalte), in welchem die Haufigkeit jedes Grauwertes/Dichtewertes durch eine ent-
sprechend hohe Linie abgebildet ist. Unterhalb sind die verschiedenen Dichtewerte

(mg HA/ccm) bzw. Grauwerte (dimensionslos) abgebildet, wobei oberhalb durch die
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Hohe der Linie die relative Haufigkeit des jeweiligen Dichtewertes/Grauwertes darge-
stellt ist.

Im Histogramm sind deutlich drei Bereiche zu erkennen: Der dunkle Bereich (linkes
Maximum), welcher Luft bzw. Mark reprasentiert, der rote Bereich (mittleres Plateau),
welcher Kallusknochen verkoérpert, und der helle Bereich (rechtes Maximum), wel-
cher den ortsstandigen Femurknochen darstellt. Lokale Maxima weisen auf Grau-
wertbereiche hin, die von (grofieren) Objekten oder vom Hintergrund erzeugt wer-
den. Jeder Grauwert kommt im Bild vor, d.h. die Pixel nehmen schrittweise die ver-
schiedenen Graustufen von Weil} bis Schwarz an. Bei der bildlichen Darstellung
wurden alle Pixel mit Grauwerten groRer als der Schwellwert eingefarbt, d.h. alle Pi-
xel mit Grauwerten grofder oder gleich 150 rot, grof3er oder gleich 370 weild und unter
150 schwarz.

Zur Darstellung des Verfahrens wurden sowohl ortsstandiger Knochen (Abb. 3-11)
als auch Kallus (Abb. 3-12) fUr drei verschiedene Schwellenwerte segmentiert. In den
resultierenden Bildern mit je drei Segmentgruppen wurde wiederum jeder Pixel ent-
sprechend seiner Zuordnung (1.) zum ortsstandigen Knochen (weil}), (2.) zum Kallus
(rot) oder (3.) zum Mark/Luft (schwarz) eingefarbt.

In der ersten Zeile der Abb. 3-11 wurde der Schwellenwert fur das Segment des
ortsstandigen Knochens zu niedrig gewahlt (289). Daraus resultierend vergrofRert
sich der Bereich der Pixel, welche (falsch positiv) zum ortsstandigen Knochen seg-
mentiert werden. Diese werden dem roten Segment Kallus entnommen, welches zu
klein erscheint. Dies ist deutlich in der oberen Zeile links zu erkennen, in der sich im
Bereich des roten Kallus (falschlicherweise) weilde Kortikalisnester befinden. In der
mittleren Zeile ist der Schwellenwert dargestellt, in der sich Kallus optimal von orts-
standigem Knochen und Luft abgrenzt (vgl. Abb. 3-9). In der unteren Zeile haben wir
den Schwellenwert zu hoch (440) gewahlt. Dadurch werden dem ortsstandigen Kno-
chen zugehorige Pixel rot eingefarbt, also falschlicherwiese zum Kallus segmentiert

(rote Inseln im Bereich der Kortikalis, welche das Kallusvolumen erhéhen).
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289

150 370

440

Abb. 3-11 Ermittelung des Schwellenwertes fiir den ortsstiandigen Knochen

Oben: Schwellenwert: 289 > zu niedrig

Mitte: Schwellenwert Kallus: 370 > korrekt

Unten: Schwellenwert: 440 > zu hoch
In der ersten Zeile der Abb. 3-12 wurde der Schwellenwert fur den Kallusbereich zu
niedrig gewahlt (112). Daraus resultierend vergroRert sich die Anzahl der Pixel, wel-
che (falsch positiv) zum Kallus segmentiert werden. Diese werden dem schwarzen
Segment Mark/Luft enthommen, welches zu klein erscheint. Dies ist deutlich in der
oberen Zeile links zu erkennen, in welcher der Kallusbereich (falschlicherweise) roter
erscheint, wodurch der Mark-, Luftraum kleiner wird. In der mittleren Zeile ist als Ver-
gleich der optimale Schwellenwert (150) dargestellt (vgl. Abb. 3-9). In der unteren
Zeile haben wir einen Schwellenwert von 237 gewahlt, wodurch dem Kallus zugeho-
rige Pixel schwarz gefarbt werden, also teilweise zum Luft-, Markraum segmentiert.
Dadurch wirde sich das Kallusvolumen erniedrigen (luftiger’ Kallus). Der Schwel-

lenwert wurde also zu hoch gewahlt.
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112

150 370

237

Abb. 3-12 Ermittelung des Schwellenwertes fiir den Kallus

Oben: Schwellenwert: 112 > zu niedrig

Mitte: Schwellenwert Kallus: 150 > korrekt

Unten: Schwellenwert: 237 > zu hoch
Somit haben wir ein Skript zur Verfigung, welches vollautomatisch den Knochen de-
tektiert und gleichzeitig Kallus von ortsstandigem Knochen trennt, ohne flr jede
Struktur getrennte regions of interest (ROIs) zeichnen zu missen (vollautomatisches
Zweischwellenwertverfahren) (Abb. 5-3). Innerhalb der 620 Schichten mussten dabei
nur etwa 16 aullere ROls gezeichnet werden, dazwischen wurde interpoliert (Abb.

3-13).
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Abb. 3-13 ROIs

Folgende nicht volumenabhangige Parameter (als metrische Merkmale) wurden be-
stimmt:

Bone volume (BV); tissue mineral density (TMD) = material density = bone tissue
density = degree of mineralisation; bone mineral content (BMC), definiert als Kallus
BV x TMD); trabecular thickness (Tb. Th.); degree of anisotropy (DA); bone surface
(BS); structure model index (SMI);

Bone Volume Fraction (BV/TV):

BV = bone volume (hier: Kallusvolumen) in mm?®, abhangig vom Schwellenwert (Hel-
ligkeit der Voxel); BV/TV = Verhaltnis des Volumens des Knochens (BV) zum gesam-
ten Volumen (TV) innerhalb der untersuchten Probe = Knochenvolumenanteil in %
[Goulet 1994]. Von der American Society of Bone and Mineral Research anerkannte
Definition [Amling 1996, Parfitt 1987].

Tissue Mineral Density (TMD):
Die TMD stellt den Grauwert nur vom Segmentierten (schwellenwertabhangig), also
nur vom Material (Knochen) dar.
Die Knochendichtemessung wurde mittels eines 5-stufigen Hydroxylapatit-Phantoms
in aufsteigender Konzentration (0,0/99,4/199,3/399,9/802,0 mg HA/cm?) Kkalibriert,

wobei die Umrechnung in den Knochendichtewert (g/cm®) anhand des jeweiligen
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Hounsfield-Unit-Wertes erfolgte (Abb. 3-14). Das Ziel war hierbei die Bestimmung

der Knochendichte.

Abb. 3-14 Hydroxylapatitpriifkorper

Bone Mineral Content (BMC):
Wird definiert als BV x TMD in mg, wobei fur die von jeder Oberflache ausgeschlos-

senen zwei Pixel die gleiche Dichte angenommen wird [Morgan 2009].

Trabecular Thickness (Tb. Th.):

Messung der durchschnittlichen Trabekeldicke, bzw. der Voxel innerhalb der Probe,
welche dem Knochen zugeordnet werden. Hierbei wird fur jeden Punkt der Durch-
messer eines maximalen Kreises, der noch innerhalb der Struktur liegt und den
Punkt einschlief3t, ermittelt (Abb. 3-15) [Tamada 2005]. Der Durchmesser stellt die
lokale Dicke an diesem Punkt dar. Dieser nicht volumenabhangige Parameter wird in

mm angegeben [Goulet 1994].

Abb. 3-15 Bestimmung der lokalen Trabekeldicke

Degree of Anisotropy (DA):

Der nicht volumenabhangige, rein dreidimensionale Parameter Anisotropie be-
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schreibt die vorherrschende raumliche Ausrichtung der Trabekel innerhalb des Kno-
chens dimensionslos. Der Grad der Anisotropie ist umso hoher, je starker die Aus-
richtung der Trabekel in eine bestimmte Richtung ist. 1 = isotrop, d.h., es liegt keine
Vorzugsrichtung vor. Je hoher der Wert, desto mehr liegt eine Orientierung in eine
bestimmte Richtung vor. Quantifiziert wird dieser Parameter mit Hilfe der Mean Inter-
cept Length fur trabekuldren Knochen (MIL-Methode) nach Whitehouse [Whitehouse
1974] und Odgaard [Odgaard 1997].

Bone Surface to Volume Ratio of Bone (BS/BV):

Der Parameter BS/BV gibt das Verhaltnis der Oberflache des Knochens (BS) zum
Volumen des Knochens (BV) mit der Einheit mm™ wieder [Goulet 1994]. Als Bone
surface (BS) in mm? stellt er die unabhéngige/nicht volumenabhangige Knochen-

oberflache dar.

Structure Model Index (SMI):

Der SMI ist dimensionslos, nicht volumenabhangig und wurde von Hildebrand und
Ruegsegger 1997 vorgestellt. Er besagt, ob in einer Probe die stabférmigen oder die
plattenférmigen Trabekel Uberwiegen. Dieser Parameter liegt bei 0 flr eine ideale
Plattenstruktur, fir eine ideale Stabstruktur betragt der Wert 3 und bei einem realen
Trabekelnetzwerk mit Ubergangsformen befindet er sich inmitten beider Werte. Bei
Proben gleicher Knochendichte kann demnach trotzdem eine unterschiedliche Tra-
bekelstruktur vorherrschen, was durch den SMI dargestellt werden kann. Er ist unab-
hangig von der Dicke der Trabekel [Hildebrand 1997], wobei eine plattchenférmige
Struktur stabiler als die stabchenférmige gilt [Bevill 2006], so dass man hier auch auf
die Belastungssituation ruckschlielen kann. Er kann auch negative Werte bis -1 an-
nehmen, was fur eine extrem dichte, konkave plattenférmige Struktur spricht. Zudem
korreliert er mit BV/TV (Platte = hohes BV/TV, Stab = niedriges BV/TV).

In der anschlieRenden optischen Wiedergabe der Messungen wurde zur Differenzie-
rung des Kallus vom ortsstandigen Knochen eine farbkodierte 3D-Dichtedarstellung
gewahlt, welche auf der Helligkeitsverteilung der Voxel basiert. Dabei stellt sich orts-
standiger, hdher mineralisierter Knochen hell/weil dar, wahrend sich neu gebildeter,

wenig mineralisierter Kallus mit erhéhter Transluzenz blau darstellt (Abb. 3-16).
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Abb. 3-16 pCt, 3D-Rekonstruktion, semitransparente Darstellung des Kallus
Links: Ubersicht
Mitte: coronar median
Rechts: axial
Die VOI-Daten wurden auf Harddisk/Magnetband gespeichert und kénnen mit den

Messdaten erneut geladen werden.

3.2.3 Histologie

Zur Vorbereitung der Einbettung wurden die explantierten Femora proximal und di-
stal um den ehemaligen Defektbereich herum mit einer Mikrosage verkleinert, so
dass sie liegend in Rollrandglaser/Einbettglaschen mit den Mafken 50 x 30 x 1 mm
passten (Abb. 3-17).

In den zuvor genannten Glasern wurden die Knochen fir 48 Stunden in 100% Me-
thanol bei 4 Grad fixiert, mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe vollstandig ent-
wassert und Uber Aceton in MMA-Monomer und MMA-Einbettgemisch Uberfihrt. Das
Einbettgemisch wurde 1 Mal gewechselt, und die Proben bei 27 Grad im Wasserbad

polymerisiert (Tab. 3-2).

Tag Medien

1-2. 100% Methanol.

3. 70% ETOH, abends 80%ETOH

4. 90% ETOH

5-6. 100% ETOH

7-8. Aceton (reinst)

9-12. Einlegen in MMA (Vakuum)

12-15. Wechsel des MMA (Vakuum)

15-22. Einbettgemisch (Vakuum):100 ml MMA, 25 ml Plastoid, 3,5 g Benzoylperoxid
22. Erneuerung des Einbettgemisches (Vakuum) Wasserbad
ab 23.- Polymerisation im Warmeschrank

24.

25. Ausharten im Brutschrank (37 Grad Celsius)

ab 27. Anfertigung der Schliffpraparate

Tab. 3-2 MMA-Einbettverfahren
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Nach Aushartung wurde das Glasgefald zerschlagen, die MMA-Blocke freigelegt, ge-
saubert und anschlieRend mit einer Bandsage zugeschnitten (Abb. 3-17). Dabei wur-
de entsprechend der vorher aufgezeichneten Hilfslinien darauf geachtet, parallel zum
Schaft des eingebetteten Knochens zu schneiden. Dann wurden die Zylinder mit
Cyanolit-Kleber auf die Probenhalter des Leica® SP 1600 Sagemikrotoms (=Innen-
lochsage) (Abb. 3-18) geklebt.

Abb. 3-17 Ablauf Histologie Abb. 3-18 Innenlochsage Leica® SP1600

Einbettglaschen, zugeschnittene

Zylinder, aufgeklebte Probe in Hal-

terung der Innenlochséage, einge-

deckte Probe
Mit Hilfe der Innenlochsage wurden 100 + 20 um dicke sagittale Schnitte der jeweili-
gen unentkalkten Femora angefertigt [Donath 1982]. Zur Differenzierung des neu
gebildeten Kallus vom ortsstandigen Knochen wurden diese Schnitte mit der Farbung
nach Lazcko-Levai flotierend gefarbt, welche es erlaubt, verschiedene Mineralisati-
onsgrade des Knochens voneinander zu unterscheiden [Fritsch 1989, Jeno 1975]
(Tab. 3-3).
Folgende zwei Lésungen wurden vorab auf 500 ml Gesamtmenge angesetzt und vor
jedem Gebrauch neu filtriert:
Farblosung A:

0,25 g Azur Il (Fa. Merck) und 0,25 g Methylenblau (Fa. Merck) in 100 ml 0,5% Soda

Farblosung B:
0,5 g basisches Fuchsin (Fa. Serva) in 100 ml Aqua dest.
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Schritt |[Medien/Ablauf

Abwischen der Schnitte mit 100% Ethanol

Anatzen mit 0,1% Ameisensaure (2-5 Minuten)
Abspulen mit H,O

Losung "A" (doppelt filtrieren) 3-5 Minuten

Spulen in 0,5% Natriumcarbonat

Farblésung "B" 2-5 Minuten

Differenzieren in 0,5% Natriumcarbonat (60 Minuten)
Schliff trocknen und differenzieren mit 96%igem Alkohol (CAVE! Je nach Farbintensitat
wird Farbe ausgewaschen). Kurz abtupfen!

9. Schnitte circa 5 Tage pressen, Deckglaseindeckung
Tab. 3-3 Protokoll Laczko-Levai-Farbung

XN AW N =

Im Anschluss wurden die Schnitte auf Glasobjekttrager aufgebracht und mittels
Deckglasern und Eukitt eingedeckt (Abb. 3-17). Fir die Ubersichtsaufnahmen wurde
ein Wild® Makroskop M3Z (Fa. Wild, Heerbrugg, Schweiz) in Lupenfunktion verwen-
det. Die detaillierten Aufnahmen wurden mit dem Mikroskop Nikon Eclipse 50i
(Fa. Nikon, Ddusseldorf, Deutschland) und der Videokamera AxioCam HRc
(Fa. Carl Zeisse, Jena, Deutschland) digitalisiert (Vergréflerung 10x). Die histo-
morphometrische Auswertung der Proben, d.h. der einzelnen 100 um-Schnitte, er-
folgte mit Hilfe des computergestitzten Bildanalysesystems Axiovision 4.8 (Fa. Carl
Zeiss, Jena, Deutschland). Getrennt bericksichtigt wurden dabei die Bereiche perio-
staler Kallus, endostaler Kallus sowie der Frakturspalt. Untersucht wurde semiquanti-
tativ, ob sich in den jeweiligen Bereichen Knorpel, Bindegewebe oder neugebildeter
Knochen zeigte. Des Weiteren wurde untersucht, ob der Frakturspalt beidseits kno-
chern Uberbruckt war oder nicht. Hierbei musste nicht die ganze Kortikalisbreite (bei-
der Seiten) Uberbrickt sein, was zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu erwarten war.

Dafur wurden die beiden zentralsten Schnitte herangezogen.

3.2.4 Biomechanik

Die Femora der Tiere der Gruppe B wurden der biomechanischen Untersuchung zu-
gefuhrt. Um sicherzustellen, dass die Knochen ihre biomechanischen Eigenschaften
nach der Entnahme nicht mehr veranderten, erfolgte post explantationem die soforti-
ge Uberfiihrung der Proben in ein Tube und ihre Lagerung bei -20°C auf Trockeneis.
Die Kuhlkette wurde bis unmittelbar vor Durchfihrung des 3-Punkt-Biegeversuchs
nicht unterbrochen. Nach dem Auftauen konnten visuell keine sichtbaren Schaden
ausgemacht werden. Haaren et al. wiesen nach, dass Tiefgefrieren die biomechani-
schen Eigenschaften des Knochens nicht negativ beeinflusst [van Haaren 2008], so

dass angenommen werden konnte, dass die gewonnenen Daten denen eines vitalen
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Knochens entsprachen. Die Proben wurden wahrend der Testungen ab dem Auftau-
en feucht gehalten, und der Kirschner-Draht vor den Testungen sorgfaltig entfernt
[Chu 2007].

Der 3-Punkt-Biegeversuch wurde in der Abteilung flir Biomechanik der Klinik und
Poliklinik fur Orthopadie und Sportorthopadie des Klinikums Rechts der Isar mittels
der Materialprifmaschine Wolpert TZZ 707/386 (Istron Wolpert GmbH, Darmstadt,
Deutschland, Abb. 3-19) mit dem Prufmittel KM-08, 50kN, durchgefuhrt [Turner
1993]. Die Ausrichtung der Femora erfolgte mit Krafteinwirkung auf Héhe des Frak-
turspaltes [Schmidhammer 2006], wobei die Auflagen immer 15 mm Abstand hatten
(Abb. 3-20).

Abb. 3-19 Wolpert TZZ 707/386 Abb. 3-20 Biegeversuch

Der Biegeversuch wurde unter konstantem Vorschub von 5 mm/min bei kontinuierli-
cher Kraftmessung [N] durchgefuhrt. Als Abbruchkriterium wurde ein Kraftabfall von
>50 N definiert. Bruchkriterium war ein Kraftabfall von 80%. Wahrend dieses Vor-
ganges wurde Uber einen Computer ein Kraft-Weg-Diagramm aufgezeichnet, wel-
ches typischerweise einen ansteigenden Graph mit Spitze und plétzlichem Kraft-
/Wegabfall darstellt (Abb. 3-21). Aus den aufgezeichneten Daten kdnnen die maxi-
male Kraft, welche auf den Knochen gewirkt hat (Fmax in N; bei spréoden Materialien
wie der Kortikalis entspricht die Fmax auch der Versagenslast) sowie die Steifigkeit
(in N/mm) abgelesen oder berechnet werden. Letztere liel} sich aus der Steigung des
Kraft-Weg-Diagramms ermitteln [Zhou 2009].

Um individuelle Unterschiede in den biomechanischen Eigenschaften auszuschlie-

Ren, wurden die Daten zusatzlich als Prozentwert (Fmax relativ bzw. Stiffness relativ)
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zur gegenuberliegenden, nicht frakturierten Femurseite (Fmax Kontrolle bzw. Stiff-
ness Kontrolle) angegeben [Schmidmaier 2004].

Die Messdaten wurden mit dem Programm Test&Motion (DOLI Elektronik GmbH,
Muanchen, Deutschland) erhoben. Gemessen wurden alle Femora der Versuchsseite
aller 4 Gruppen, sowie zur Uberpriifung der Knochenqualitét die Femora der Gegen-

seite.

Kraft-Weg-Diagramm

200
180
160
140
120

100

Kraft [N]

80

60
40
20

0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Weg [mm]

Abb. 3-21 Kraft-Weg-Diagramm

3.2.5 Statistische Auswertung

Mittelwert + Standardabweichung (MW £ SD) wurden als deskriptive Statistiken zur
Beschreibung der Verteilung stetiger Daten verwendet. Vergleiche zwischen den
Studiengruppen hinsichtlich der mittleren Datenlage wurden mit Hilfe von zweiseiti-
gen t-Tests flr unabhangige Stichproben durchgefuhrt. Alle Tests erfolgten explorativ
auf einem Signifikanzniveau von 5%.

Zur Speicherung und Archivierung der ermittelten Daten sowie einfacher Berechnun-
gen wurde das Programm Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Corporation, Red-
mond, USA) verwendet. Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen
erfolgte mittels der Statistikprogramme SPSS (Version 19.0, SPSS Inc. Chicago, llli-
nois, USA) und GraphPad Prism Version 4.00 (GraphPad Prism Software® San Die-

go, USA). Letzteres diente insbesondere der graphischen Darstellung.
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4 Ergebnisse

4.1 Ein- und Ausschliisse

71% (n = 64) der Tiere konnten in die Studie einbezogen werden. Es zeigten sich
keine Infektion, Gewichtsabnahme = 5% oder beeintrachtigende Schwellung. 29%
(n =26) mussten aufgrund verschiedener Komplikationen ausgeschlossen werden
(keine Fraktur, Trimmerfraktur, Schragfraktur, intraoperative Komplikation bzw. fal-
sche Lokalisation der Fraktur) (Abb. 4-1).

Abb. 4-1 Anzahl der Ein- und Ausschliisse [%]

4.2 Serumspiegel

In der Cephalosporin-, Diclofenac- und Prednisolongruppe waren die Medikamente

im jeweiligen Zielbereich nachweisbar (Durchschnittswerte) (Tab. 4-1).

Gruppe Norm 1. Abnahme 2. Abnahme
Cephalosporin [ug/ml] 2 -20 3,07 5,65
Diclofenac [ug/ml] 0,1-2,5 1,34 2,33
Prednisolon [ng/ml] 30 - 400 94,05 40,01

Tab. 4-1 Medikamentenspiegel

-35-



Ergebnisse

43 pCT

Durch die vollautomatische Zweischwellenwertmethode haben wir ein Skript zur Ver-
fugung, welches vollautomatisch den Knochen detektiert und gleichzeitig Kallus von
ortsstandigem Knochen trennt, ohne fur jede Struktur getrennte regions of interest
(ROIs) zeichnen zu mussen (vollautomatisches Zweischwellenwertverfahren) (Abb.
5-3). Es mussten dabei nur etwa 16 auliere ROIls gezeichnet werden, dazwischen
wurde interpoliert (Abb. 3-13). Somit ergab sich eine enorme Zeitersparnis und Mini-

mierung der Fehlerquote.

4.3.1 Volumen

Die Bestimmung des Knochenvolumens (BV) stellt die initiale Basisuntersuchung
jeder uCT-Untersuchung dar. BV ist der objektivste Parameter zur Bestimmung des
tatsachlichen, d.h. absoluten Kallusvolumens (peri- und endostal) abzuglich umlie-
gender Luft und Weichgewebe und ermdglicht damit den objektiven Vergleich zwi-
schen den einzelnen Therapie- und Kontrollgruppen (Tab. 4-2 und Abb. 4-2).

Mittels T-Test fur unverbundene Stichproben unterschieden sich die Werte der Kon-
trollgruppe (K) nur zur Diclofenacgruppe (D) signifikant. Die Prednisolongruppe (P)
zeigte das hdochste Kallusvolumen (73,79), welches signifikant hdher war als das der
Cephalosporin- (C) und Diclofenacgruppe (Tab. 4-2). In der Diclofenac- und der
Prednisolongruppe zeigten sich Ausreilder, welche Mittelwert (Mean = MW) und Stan-
dardabweichung (SD) der jeweiligen Gruppe stark beeinflussten (dennoch lag
Normalverteilung vor). Die Cephalosporingruppe zeigte die geringste Standardab-
weichung (Abb. 4-2).

Mean = SD Mean difference (95%-Cl) p-value
BV C 55,35 + 6,74 CvsD 8,30 (-6,63 — 23,24) 0,238
D 47,05 + 15,67 CvsP -18,44 (-36,58 — -0,30) 0,047~
P 73,79 £ 17,23 CvsK -11,84 (-27,64 — 3,97) 0,120
K 67,19 £ 14,90 DvsP -26,74 (-47,15 - -6,33) 0,015*
DvsK -20,14 (-38,86 — -1,42) 0,037*
Pvs K 6,60 (-14,17 — 27,38) 0,494

Tab. 4-2 pCt, Volumen: MW, SD, mittlere Differenz, 95%-CI der Differenz und Signifikanz
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Abb. 4-2 puCt, Volumen: Einzelwertverteilung, MW und SD

4.3.2 Dichte

Wir bestimmten zusatzlich die Knochendichte (TMD) des Kallus als ein Kriterium fur

die Stabilitdt und somit Qualitat des neu gebildeten Knochens. Dieser schwellen-

wertabhangige Parameter bericksichtigt weder umliegende Luft noch Weichgewebe.

Es zeigten sich in Bezug auf MW und SD mit Ausnahme der SD von Diclofenac

(wieder ein Ausreilder) sehr homogene Gruppen, welche sich nicht signifikant unter-

schieden (Tab. 4-3 und Abb. 4-3).

Mean £ SD Mean difference (95%-Cl) p-value
TMD C 647,87 +£13,01 CvsD -0,24 (-49,41 — 48,93) 0,991
D 648,10 £ 52,91 CvsP 5,80 (-9,25 - 20,86) 0,408
P 642,06 +9,99 CvsK 12,38 (-5,59 - 30,35) 0,155
K 635,48 + 14,81 DvsP 6,04 (-42,99 - 55,08) 0,776
DvsK 12,62 (-36,68 — 61,92) 0,565
Pvs K 6,58 (-9,98 — 23,14) 0,391

Tab. 4-3 pCt, Dichte: MW, SD, mittlere Differenz, 95%-Cl der Differenz und Signifikanz
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Abb. 4-3 pCt, Dichte: Einzelwertverteilung, MW und SD
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4.3.3 Masse
Die Masse (BMC: Bone mineral content) setzt sich aus Dichte x Volumen zusam-

men.
BMC zeigte zu BV analoge Signifikanzen und ,Trends’ (Tab. 4-4 und Abb. 4-4).

Mean = SD Mean difference (95%-Cl) p-value

BMC C 35,84 £ 4,20 CvsD 5,82 (-3,33 — 14,97) 0,182
D 30,01 £ 9,58 CvsP -11,45 (-22,78 — -0,11) 0,048*

P 47,28 £ 10,76 CvsK -6,70 (-15,88 — 2,48) 0,129

K 42,54 + 8,61 DvsP -17,27 (-29,92 — -4,61) 0,012*

DvsK -12,52 (-23,63 — -1,41) 0,031*

Pvs K 4,75 (-7,87 - 17,36) 0,420

Tab. 4-4 pCt, Masse: MW, SD, mittlere Differenz, 95%-Cl der Differenz und Signifikanz

Abb. 4-4 puCt, Masse: Einzelwertverteilung, MW und SD
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4.3.4 Strukturparameter

Strukturparameter dienen der einheitlichen Beschreibung und Quantifizierung der
Mikroarchitektur untersuchter Objekte (Tab. 4-5).

Mean + SD Mean difference (95%-Cl) p-value
SMI C -0,24 + 0,46 CvsD -0,32 (-1,06 — 0,41) 0,352
D 0,08 £ 0,72 CvsP 1,06 (0,26 — 1,86) 0,015*
P -1,30+£ 0,72 CvsK 1,06 (0,26 — 1,86) 0,969
K -0,22 + 1,01 DvsP 1,38 (0,50 — 2,27) 0,006*
DvsK 0,30 (-0,81 - 1,42) 0,553
Pvs K -1,08 (-2,22 - 0,06) 0,062
DA C 1,17 £ 0,04 CvsD 0,02 (-0,03 - 0,07) 0,378
D 1,15+ 0,03 CvsP 0,00 (-0,06 — 0,05) 0,841
P 1,17 £ 0,04 CvsK -0,01 (-0,07 — 0,05) 0,743
K 1,18 £ 0,05 DvsP -0,02 (-0,07 — 0,02) 0,258
DvsK -0,03 (-0,08 — 0,02) 0,258
Pvs K 0,00 (-0,06 — 0,05) 0,877
BS C 1369,01 + 163,86 CvsD 86,83 (-199,08 — 372,75) 0,513
D 1282,18 + 288,17 CvsP  -249,79 (-670,52 — 170,94) 0,201
P 1618,80 + 398,72 CvsK -267,82 (-630,86 — 95,21) 0,125
K 1636,83 + 340,78 DvsP  -336,62(-779,83 — 106,59) 0,120
DvsK  -354,66 (-748,85 — 39,54) 0,073
Pvs K -18,04 (-496,72 — 460,65) 0,935
Tb. Th. C 0,095+ 0,004 CvsD 0,001 (-0,003 — 0,006) 0,521
D 0,094 +0,003 CvsP -0,004 (-0,010 — 0,003) 0,238
P 0,099 £ 0,006 CvsK -0,003 (-0,007 — 0,001) 0,116
K 0,098 £ 0,003 DvsP -0,005 (-0,011 - 0,001) 0,114
DvsK -0,005 (-0,008 — -0,001) 0,023*
Pvs K 0,000 (-0,006 — 0,007) 0,878

Tab. 4-5 uCt, Strukturparameter: MW, SD, mittlere Differenz, 95%-Cl der Differenz und Signi-

fikanz
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Der Structure Model Index (SMI) als dimensionsloser Parameter beschreibt die
Struktur der Trabekel unabhangig von der Knochendichte und der Trabekeldicke.

Der SMI der Kontrollgruppe zeigte keine signifikanten Unterschiede zu den anderen
Gruppen. Die Prednisolongruppe wies den kleinsten MW (-1,30) auf. Dieser war sig-
nifikant erniedrigt gegenlber der Cephalosporin- und Diclofenacgruppe. Die Cepha-
losporingruppe zeigte wieder die geringste SD, wahrend hingegen die Kontrollgruppe
wegen zweier Ausreilder die grofldte SD aufwies (Tab. 4-5 und Abb. 4-5).

Abb. 4-5 pCt, SMI: Einzelwertverteilung, MW und SD
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Der Anisotropiegrad = Degree Of Anisotropy (DA) als dimensionsloser, rein drei-
dimensionaler Parameter beschreibt die vorherrschende raumliche Ausrichtung der
Trabekel innerhalb des Knochens.

Alle vier Gruppen zeigten sich hier sehr homogen beztglich MW und SD ohne signi-
fikante Unterschiede. Die Cephalosporin- und die Prednisolongruppe enthielten je

einen Ausreilder nach oben (Tab. 4-5 und Abb. 4-6).

Abb. 4-6 pCt, DA: Einzelwertverteilung, MW und SD
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Bone surface (BS) in mm? stellt die unabhangige Knochenoberflache dar.

Die Werte ahnelten sich in der Tendenz denen des BV, ohne sich jedoch signifikant
zu unterscheiden. Man konnte einen ,Trend’ (p = 0,07) zwischen dem MW (1636,83)
der Kontrollgruppe und dem MW (1369,01) der Diclofenacgruppe erkennen. Im Ge-
gensatz zum BV war der MW der Kontrollgruppe hier gering hoher als jener der
Prednisolongruppe (Tab. 4-5 und Abb. 4-7).

Abb. 4-7 pCt, BS: Einzelwertverteilung, MW und SD

-43-



Ergebnisse

Die trabekulare Dicke, Trabecular Thickness (Tb. Th.), stellt die lokale Knochen(-
trabekel-)dicke in mm dar.

Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen der Kontrollgruppe
(MW = 0,0983) und der Diclofenacgruppe (MW = 0,0937) (Tab. 4-5 und Abb. 4-8).

Abb. 4-8 pCt, Th. Th.: Einzelwertverteilung, MW und SD
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4.4 Histometrie

Die Kontrollgruppe zeigte analog der Cephalosporin- und Prednisolongruppe (UCT:
Kallus-BV hoch) in 67% der Proben im Bereich des Frakturspaltes kndchernen Kal-
lus. Bei der Diclofenacgruppe zeigte sich in nur 29% der Proben kndcherner Kallus
im Bereich des Frakturspaltes. Von den weichgewebigen Vorstufen untersuchten wir
Knorpel und Bindegewebe. Knorpel zeigte sich bei der Cephalosporin- und Predniso-
longruppe am seltensten. Bei der Kontroll- und Diclofenacgruppe zeigte sich verhalt-
nismafig gesehen mehr Knorpel als Knochen (Abb. 4-9c, Abb. 4-9d und Abb. 4-10).
Bindegewebe als qualitativ minderwertigstes Gewebe war in der Kontroll- und
Cephalosporingruppe innerhalb des Frakturspaltes am seltensten nachzuweisen
(33%). In der Diclofenacgruppe, in der es gelegentlich auch zu Diastasen des Frak-
turspaltes (Abb. 4-9a, Abb. 4-9b, Abb. 4-10 und Tab. 4-6) kam, war mit 57% mit Ab-
stand am haufigsten Bindegewebe nachzuweisen (gefolgt von Prednisolon: 50%). In
dieser Gruppe fiel vor allem das (negative) Verhdltnis von Kno-
chen/Knorpel/Bindegewebe auf (29%/57%/57%) (Abb. 4-10 und Tab. 4-6).

Betrachtet man die knécherne Frakturspaltiberbrickung, so liel sich diese in der
Kontrollgruppe zu 33% und in der Cephalosporingruppe zu 50% nachweisen (Abb.
4-9e, Abb. 4-9f und Abb. 4-11), wahrend diese in der Prednisolon [trotz hohem Kal-
lus-BV, (Abb. 4-9e und Abb. 4-11)]- bzw. Diclofenacgruppe 17% bzw. 14% betrugen
(Abb. 4-9e, Abb. 4-11 und Tab. 4-6).
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a) keine knocherne Durchbauung, Spalt (Diclo- b) keine knécherne Durchbauung, Bindege-
fenac) webe (Diclofenac)

c) Ubersichtsaufnahme d) keine knocherne Durchbauung, Knorpel
(Kontrolle/Diclofenac)

e) (initiale) knécherne Durchbaung f) knécherne Durchbauung ohne Knorpel,
(Kontrolle/Cephalosporin) mit Knorpel, viel wenig Kallus (Kontrolle/Cephalosporin)
Kallus (Prednisolon)

Abb. 4-9 Histologische Darstellung der Frakturheilung
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Abb. 4-10 Histometrie, Gewebeart der einzelnen Therapien im Bereich des Frakturspaltes

Abb. 4-11 Histometrie, Frakturspaltiiberbriickung der einzelnen Therapien
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Kallus Kallus Frakturspalt-
Gruppe . Frakturspalt | .. ..
periostal endostal uberbriuckung
. Knorpel .
Cephalosporin | Geflechtknochen Geflechtknochen Bindegewebe keine
Cephalosporin Geflechtknochen Geflechtknochen Bindegewebe I_(eme/
Knorpel Diastase
Cephalosporin | Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Knorpel
Cephalosporin | Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen
Cephalosporin | Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen
Cephalosporin | Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen
Diclofenac Geflechtknochen Geflechtknochen Knorpel keine
Knorpel
Diclofenac Geflechtknochen keiner . Knorpel I_(elne/
Bindegewebe Diastase
Diclofenac Geflechtknochen Geflechtknochen Bindegewebe I_(elne/
Bindegewebe Diastase
Diclofenac Geflechtknochen Nekrose Knorpel keine
Nekrose
Diclofenac Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen
Diclofenac Geflechtknochen Geflechtknochen . Knorpel keine
Knorpel Bindegewebe
Diclofenac Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Bindegewebe
Prednisolon Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Knorpel Knorpel
Prednisolon Geflechtknochen Geflechtknochen Bindegewebe I_(eme/
Knorpel Diastase
Prednisolon Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Prednisolon Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen
Prednisolon Geflechtknochen Geflechtknochen . Knorpel keine
Bindegewebe
Prednisolon Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Bindegewebe
Kontrolle Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Knorpel
Kontrolle Geflechtknochen Geflechtknochen . Knorpel keine
Knorpel Bindegewebe
Geflechtknochen
Kontrolle Geflechtknochen Geflechtknochen Knorpel Geflechtknochen
Kontrolle Geflechtknochen Geflechtknochen . Knorpel keine
Knorpel Bindegewebe
Kontrolle Geflechtknochen Geflechtknochen Geflechtknochen keine
Knorpel
Kontrolle Geflechtknochen Geflechtknochen | Geflechtknochen Geflechtknochen
Tab. 4-6 Histometrie, Einzelbewertung der Proben
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4.5 Biomechanik
451

Die Versagenslast Fmax [N] als maximale Kraft, welche auf den Knochen gewirkt hat

Fmax

und zusatzlich als Prozentwert (Fmax relativ) zur gegenuberliegenden, nicht fraktu-
rierten Femurseite (Fmax Kontrolle) angegeben ist, zeigte folgende Werte (Tab. 4-7,
Abb. 4-12 und Abb. 4-13):

Fmax Fmax Kontrolle Fmax relativ
Cephalosporin 78,54 + 20,52 185,55 + 35,60 0,44 £ 0,17
Diclofenac 61,97 + 24,91 211,54 £ 26,99 0,30+ 0,12
Prednisolon 54,30 + 28,68 182,78 + 20,01 0,29+ 0,14
Kontrolle 77,65 + 41,82 209,78 + 36,86 0,36 £ 0,16

Tab. 4-7 Biomechanik, Fmax: MW und SD der einzelnen Therapien

Mittels T-Test fur unverbundene Stichproben zeigten sich signifikante Unterschiede
sowohl der Fmax als auch der Fmax relativ zwischen Cephalosporin und Predniso-
lon. Ein ,Trend’ liel® sich erkennen zwischen Cephalosporin und Diclofenac. Zwi-
schen Cephalosporin und Kontrolle zeigten sich nahezu identische Werte (p = 0,95).
Die Kontrollgruppe verhielt sich ahnlich der Cephalosporingruppe, sie lie3 jedoch

gegenuber der Prednisolongruppe nur einen ,Trend’ erkennen (Tab. 4-8).

Mean = SD Mean difference (95%-Cl) p-value

Fmax C 78,54 +20,52 CvsD 16,57 (-7,41 — 40,54) 0,160
D 61,97 £+ 24,91 CvsP 24,24 (1,05 - 47,43) 0,041*

P 54,30 + 28,68 CvsK 0,89 (-29,67 — 31,44) 0,951

K 77,65+41,82 DvsP 7,67 (-18,45 — 33,79) 0,543

DvsK -15,68 (-48,20 — 16,84) 0,323

Pvs K 23,35 (-8,81 — 55,51) 0,144

Fmax relativ C 0,44 £ 0,17 CvsD 0,14 (-0,01 - 0,29) 0,058
D 0,30+0,12 CvsP 0,15 (0,00 - 0,30) 0,046*

P 0,29 +0,14 CvsK 0,08 (-0,07 —0,24) 0,279

K 0,36 + 0,16 DvsP 0,01 (-0,12-0,13) 0,934

DvsK -0,06 (-0,20 — 0,07) 0,345

Pvs K 0,07 (-0,06 — 0,20) 0,297

Tab. 4-8 Biomechanik, Fmax: MW, SD, mittlere Differenz, 95%-CI der Differenz und Signifi-
kanz
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Abb. 4-12 Biomechanik, Fmax: Einzelwertverteilung, MW und SD

Abb. 4-13 Biomechanik, Fmax relativ: Einzelwertverteilung, MW und SD
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45.2 Stiffness

Die Steifigkeit [N/mm], welche den linearen Verlauf des Kraft-Weg-Diagramms dar-
stellt, wurde ebenfalls als Prozentwert (Stiffness relativ) zur nicht frakturierten Ge-
genseite (Stiffness Kontrolle) ermittelt (Tab. 4-9, Abb. 4-14 und Abb. 4-15):

Stiffness Stiffness Kontrolle Stiffness relativ
Cephalosporin 123,74 £ 60,08 444,01 £ 101,09 0,31 +£0,21
Diclofenac 57,31 + 31,11 489,76 + 143,98 0,13+0,10
Prednisolon 86,63 + 60,45 460,76 + 64,38 0,19+0,14
Kontrolle 122,44 + 81,16 512,44 + 127,87 0,24 + 0,16

Tab. 4-9 Biomechanik, Stiffness: MW und SD der einzelnen Therapien

Mittels T-Test fur unverbundene Stichproben zeigten sich signifikante Unterschiede
sowohl der Stiffness als auch der Stiffness relativ zwischen Cephalosporin und Diclo-
fenac. Ein ,Trend’ liel3 sich erkennen zwischen Cephalosporin und Prednisolon. Zwi-
schen Cephalosporin und Kontrolle zeigten sich nahezu identische Werte (p = 0,97).
Die Kontrollgruppe verhielt sich ahnlich der Cephalosporingruppe, wobei sich hier die
Stiffness signifikant zur Diclofenacgruppe unterschied, wahrend sich bei der Stiffness

relativ ein ,Trend’ abzeichnete (Tab. 4-10).

Mean + SD Mean difference (95%-Cl) p-value

Stiffness C 123,74 £60,08 CvsD 66,43 (16,76 — 116,09) 0,013*
D 57,31 + 31,11 CvsP 37,10 (-19,96 — 94,17) 0,188

P 86,63 + 60,45 CvsK 1,30 (-65,18 — 67,77) 0,968

K 122,44 +81,16 DvsP -29,32 (-74,53 - 15,89) 0,188

Dvs K -65,13 (-122,81 — -7,45) 0,030*

Pvs K 35,81 (-28,18 — 99,79) 0,256

Stiffness relativ. C 0,31 £0,21 CvsD 0,17 (0,00 — 0,34) 0,046*
D 0,13+0,10 CvsP 0,12 (-0,06 — 0,29) 0,172

P 0,19+ 0,14 CvsK 0,07 (-0,11 - 0,25) 0,417

K 0,24 + 0,16 DvsP -0,06 (-0,18 — 0,06) 0,321

Dvs K -0,10 (-0,23 - 0,03) 0,107

Pvs K 0,05 (-0,09 - 0,18) 0,481

Tab. 4-10 Biomechanik, Stiffness: MW, SD, mittlere Differenz, 95%-Cl der Differenz und Signi-

fikanz
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Abb. 4-14 Biomechanik, Stiffness: Einzelwertverteilung, MW und SD

Abb. 4-15 Biomechanik, Stiffness relativ: Einzelwertverteilung, MW und SD
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4.6 Zusammenschau der Modalitaten

In Abb. 4-16 und Abb. 4-17 ist der typische Versuchsablauf der uCT -/Histologie-
Gruppe samt Auswertungsmethoden aufgezeigt. In Abb. 4-16a und Abb. 4-17a sieht
man ein konventionelles Rdntgen (C-Bogen) eines Femurs nach Setzen des Kirsch-
ner-Drahtes, in Abb. 4-16b und Abb. 4-17b nach Fraktur. Die Abb. 4-16¢c/d und die
Abb. 4-17c/d zeigen jeweils eine makroskopische Aufnahme von ventral und dorsal.
Rechts davon (Abb. 4-16e und Abb. 4-17e) ist eine Scout View-Darstellung des uCT
zu erkennen. Die Abb. 4-16f/g und die Abb. 4-17f/g stellen eine 3D-uCT-Darstellung
mit Farbkodierung dar. Ortsstandiger Knochen stellt sich grau dar, wahrend sich neu
gebildeter Kallusknochen in semitransparentem blau darstellt (links: Ubersicht,
rechts: coronar median/mittig geschnitten). Darunter (Abb. 4-16h und Abb. 4-17h) ist
eine histologische Ubersichtsaufnahme erstellt. Hier erkennt man zusétzlich zu der
MCT-Darstellung in den dort ,leeren’ (knochenfreien) Arealen Bindegewebe/Knorpel.
Im Markraum ist der Platz des ehemaligen K-Drahtes (partiell) zu erkennen.

In Abb. 4-16 ist die flr die Kontroll-/Cephalosporin-Tiere charakteristische Frakturhei-
lung exemplarisch dargestellt. Makroskopisch (Abb. 4-16c/d und Abb. 4-17c/d) ist
noch klar der Bereich der queren Schaftfraktur ersichtlich, wobei bereits in den Abb.
4-16¢/d sichtlich eine knécherne Annaherung vermutet werden kann. In Abb. 4-17,
charakteristisch fir ein Diclofenac-Tier, ist makroskopisch ebenfalls keine Diastase
des Frakturspaltes zu erkennen, allerdings kann der Gewebetyp nur vermutet wer-
den (Abb. 4-17c/d). Korrespondierende radiologische Aufnahmen in Abb. 4-16e
(Scout View) zeigen deutlich die korrekte anatomische Stellung sowie die sich im
Ablauf befindliche Frakturheilung. Im Gegensatz sehen wir hierzu in Abb. 4-17e eine
Diastase des Frakturspaltes sowie eine geringe Dislocatio ad latum. In den Abb.
4-16f/g erkennt man deutlich Zeichen eines durchgehenden Kallus, wahrend in den
Abb. 4-17f/g kein durchgehender Kallus zu detektieren ist, sondern keilformige De-
fekte. In der histologischen Ubersichtsaufnahme (Abb. 4-16h) zeigt sich eine partielle
knécherne Durchbauung, wobei an den noch nicht vollstandig konsolidierten Stellen
Zeichen der sekundaren/enchondralen Frakturheilung (Knorpelinseln) zu sehen sind.
Die entsprechende Histologie aus der Diclofenacgruppe (Abb. 4-17h) zeigt eine bin-

degewebige, fast knorpelfreie Auskleidung des Spaltes.
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a) Konventionelles Rontgen vor Fraktur b) Konventionelles Rontgen nach Fraktur

c) dorsal d) ventral e) uCT-scout view
Makroskopische Ansicht

f) Ubersicht g) Coronar
MCT, 3D, farbcodierte semitransparente Dichtedarstellung:
blau = Kallus, grau = ortsstiandiger Knochen

h) Histologie, Laczko-Levai-Farbung, coronar/median
Abb. 4-16 Modalitatengegeniiberstellung (Kontrolle/Cephalosporin)
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Y,

a) Konventionelles Rontgen vor Fraktur b) Konventionelles Rontgen nach Fraktur

c) dorsal d) ventral e) uCT-scout view
Makroskopische Ansicht

f) Ubersicht g) Coronar
MCT, 3D, farbcodierte semitransparente Dichtedarstellung:
blau = Kallus, grau = ortsstiandiger Knochen

h) Histologie, Laczko-Levai-Farbung, coronar/median
Abb. 4-17 Modalitatengegeniiberstellung (Diclofenac)
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5 Diskussion

5.1 Tiermodell

Die komplexen (patho-)physiologischen Heilungsvorgange nach einer Knochenfrak-
tur, mit der fur sie notwendigen Entzindungsreaktion des Kdrpers sind in einem Zell-
kulturmodell nicht hinreichend zu simulieren und erfordern den lebenden Organismus
[Dumont 2009, Gerstenfeld 2009, O'Loughlin 2008]. Somit ist ein Tiermodell uner-
|&sslich, da bei einem Menschen sowohl Bruchform als auch Begleitumstande (z.B.
Nebenerkrankungen) zu verschieden waren, um den Einfluss von Medikamenten
statistisch haltbar darzustellen. Die Auswertemethoden waren zudem nicht anwend-
bar.

Wahrend anfangs Frakturheilungsmodelle (heute vor allem Biomaterialtestung fur
Knochenersatz) aufgrund leichterer Durchfiihrbarkeit und Ahnlichkeit zum Menschen
hauptsachlich bei Groltieren wie Schafen durchgeflhrt wurden [Bensaid 2005, Kon
2000, Nuss 2006, Petite 2000, Petrizzi 2007, Viateau 2007, von Rechenberg 2006],
hat sich das in den letzten Jahrzehnten grundsatzlich geandert [Histing 2011]. Bei
Nagetieren ist die unkomplizierte, gunstige Haltung von Vorteil. Eine groe Tieran-
zahl kann auf kleinem Raum gehalten werden, so dass eine hohere Wahrscheinlich-
keit besteht, statistisch relevante Aussagen treffen zu kénnen. Wegen der haufigen
Wahl der Ratte als Versuchstier ist dadurch auch eine sehr gute Vergleichbarkeit zu
anderen Studien gegeben [O'Loughlin 2008]. Okonomisch gesehen vorteilhaft ist,
dass die einzelnen Phasen der Frakturheilung ungefahr doppelt so schnell ablaufen
wie beim Menschen [Phillips 2005].

Im Gegensatz zu Groldtieren geschieht das Remodelling Uber Resorptionslakunen,
da Nager kein Haver'sches System besitzen. Dennoch sind die Mechanismen der
Frakturheilung ahnlich, weshalb dies kein Grund gegen ein Nagetier sein sollte
[Histing 2011, Nunamaker 1998]. Der groRe Vorteil der Ratte gegenuber der Maus
liegt in ihrer Kérpergrolle, was vor allem das operative Handling, aber auch die bio-
mechanische Knochentestung deutlich erleichtert.

Weibliche Tiere haben den Vorteil, dass man sie in groRerer Anzahl als mannliche
Ratten (aggressiveres Verhalten) in den Kafigen halten kann. Wir entschieden uns
dennoch fiir das mannliche Geschlecht, da hiermit der Ostrogeneinfluss auf die Frak-
turheilung ausgeschlossen werden konnte [Histing 2011, McCann 2008, Meyer
2001].
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Die Tiere hatten zum Zeitpunkt der OP ein Alter von 16 Wochen (geschlossene
Epiphysenfugen). Die Geschwindigkeit der Frakturheilung unterscheidet sich hier
deutlich von Tieren mit einem Alter von 6 oder 52 Wochen (schneller bzw. langsa-
mer) [Histing 2011, Mehta 2010, Meyer 2001]. Somit ist die Vergleichbarkeit bei Tie-

ren mit abgeschlossenem Knochenwachstum gegeben.

5.2 Frakturheilungsmodell

Lange Réhrenknochen wie Femur und Tibia eignen sich gleichermalen fur Fraktur-
heilungsstudien. Aufgrund des dunnen Weichteilmantels, welcher die Tibia umgibt,
eignet sie sich sehr flr ein geschlossenes Frakturheilungsmodell. Hier kann sehr ein-
fach eine reproduzierbare quere Schaftfraktur produziert werden [Bonnarens 1984].
Die Gefahr einer zusatzlichen Fibulafraktur ist jedoch hoch und betrug im Rahmen
einer Studie 43% [Beck 2003]. Dadurch wird bei Tieren ohne Fibulafraktur ein stabi-
les (ohne Rotations- bzw. minimale Scherbewegungen) in ein instabiles Frakturmo-
dell Uberfuhrt [Shefelbine 2005a]. Daher ist eine laterale Rontgenubersichtsaufnah-
me des Unterschenkels nach Opferung obligat.

Im Gegensatz dazu ist das Femur mit seinem konstanten und gréReren Durchmesser
als die Fibula von einer dickeren Muskel-/Weichteilschicht umgeben, was eine stan-
dardisierte Fraktur wiederum schwieriger macht. Es kdnnen schrage Frakturen,
Triummerfrakturen und Frakturen mit Biegungskeil mit gegebenenfalls nicht immer
einheitlichem Weichteilschaden entstehen. Aus diesem Grund hatten wir entspre-
chend Simon (25,7% [Simon 2007]) eine Ausschlussquote von 27%, da wir alle ab-
weichenden Frakturen konsequent ausgeschlossen haben. Das Femurmodell erlaubt
aber die Verwendung grofRerer Implantate und kann vorgezogen werden, wenn die
Frakturheilung langer Réhrenknochen untersucht werden soll [Histing 2011]. Wir be-
vorzugten fur die Kirschner-Draht-Marknagelung den anterograden Zugang via fossa
intertrochanterica [Huo 1991, Wingerter 2007], da wir ihn fur weniger invasiv halten
als die retrograde Marknagelung nach Kniegelenkerdffnung tGber den medianen pa-
rapatellaren Zugang. Zudem ist das Kirzen des Drahtes leichter und ein minimales
Uberstehen desselben in der fossa intertrochanterica im Gegensatz zum Kniegelenk
unproblematisch. Dieses Modell erlaubt weder axiale Stabilitat noch Rotationsstabili-
tat und stellt daher ein instabiles Modell dar, welches fur Defektmodelle nicht geeig-
net ist [Wingerter 2007]. Gesteigert werden kdnnte sowohl die Rotations- als auch die

axiale Stabilitdt durch eine intramedullare Kompressionsschraube (Mouse-
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/RatScrew) [Claes 2009b, Histing 2011, Holstein 2009]. Diese kann ebenfalls mini-
mal-invasiv technisch einfach eingebracht werden, ist jedoch erheblich teurer.

Offene Frakturmodelle werden gewahlt, um den Knochen unter Sicht zu frakturieren
oder zu osteotomieren (in der Regel im Rahmen eines Defektmodells), wobei meist
ein lateraler Zugang gewahlt wird [Cheung 2003]. Gegenuber der geschlossenen
Femurfraktur bietet eine quere Osteotomie am Femur den Vorteil, dass vergleichbare
und standardisierte Bedingungen beziglich der Frakturheilung gewahrleistet werden
konnen. Allerdings kommt es bei offenen Modellen verglichen zur geschlossenen
Fraktur immer zu einer erheblichen Traumatisierung des Periosts und des umgeben-
den Weichgewebes und zu moglichen Hitzeschaden am Osteotomiespalt, woraus
gegenuber der geschlossenen Fraktur eine Heilungsverzégerung resultieren kdnnte.
Vor allem aber ist der Einfluss der anderen Gewebe auf die Frakturheilung nicht ab-
zugrenzen. Daher ist ihre Anwendung eher fur Defektmodelle empfohlen [Histing
2011].

5.3 Versuchsdauer

Die frihe Phase der Knochenheilung ist durch eine Entzindungsreaktion des Kor-
pers gekennzeichnet, welche die fir den Heilungsprozess notwendigen Entzin-
dungs- und Vorlauferzellen durch chemische Botenstoffe, u.a. Wachstumsfaktoren,
zur Frakturstelle bringt und zur Proliferation anregt [Klaushofer 1994, Probst 1997].
Neuere molekularbiologische Studien deuten darauf hin, dass die frihe Heilungs-
phase mdglicherweise entscheidend fur den endgultigen Erfolg und die Stabilitat des
Knochens ist [Dimitriou 2005].

Der fruhe Kallus eignet sich eher fur ein Frakturmodell, wahrend sich der spate Kal-
lus fur ein Defektmodell besser eignet. Ein friher Zeitpunkt (1 - 2 Wochen) mit noch
sehr weichem Kallus bei maximalem Kallusvolumen und einem Knorpelanteil von
10 - 15% erschwert histologische Auswertungen des Kallus sicherlich und ist fur eine
biomechanische Testung wenig probat [Gerstenfeld 2006, Histing 2011]. Ein spater
Zeitpunkt (5 Wochen), bei dem bei einem Knorpelanteil von nur noch 2% der Frak-
turspalt stabil mit Geflechtknochen uUberbrickt ist [Gerstenfeld 2006, Phillips 2005]
und nur noch Umbauvorgange zum Lamellenknochen stattfinden, birgt die Gefahr,
dass keine statistisch signifikanten Unterschiede mehr zwischen den Gruppen zu

detektieren sind. Abgeschlossen sei die Heilung mit 6 bis 10 Wochen [Meyer 2001],
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zu welchem Zeitpunkt die biomechanischen Werte die Werte unfrakturierter Femora
erreichten [Meyer 2001].

An unbehandelten Kontrollgruppen wurde eine Kallustiberbrickung am
21. [Gerstenfeld 2006, Phillips 2005] bzw. 24. [Ro 1976] Tag — noch nicht komplett
und stabil — beschrieben. Auch an anderen Knochen (Ulna/Radius [Allen 1980] und
Tibia [Tornkvist 1980]) konnten diese Zeitpunkte beschrieben werden, so dass nach
21 Tagen (unser Zeitpunkt) zu erwarten war, dass signifikante Unterschiede (sofern
vorhanden) nachzuweisen waren. So liegt der optimale Zeitpunkt, um die frihe Pha-
se der Frakturheilung bei Ratten zu untersuchen, bei 2 - 3 Wochen, wahrend jener
fur die spate Phase bei 4 - 6 Wochen liegt [Histing 2011]:

Die Frakturheilung am Femur der Maus ist 1 Woche schneller als an der Ratte abge-

schlossen [Manigrasso 2004].
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54 uCT

Die uCT-Analyse stellt ein invasives, nicht destruktives Verfahren dar, das eine Un-
tersuchung des Hartgewebes bis auf eine PixelgréRe von 0,5 um (UCT 50 = nanoCT)
zulasst, ohne dass die Proben speziell vorbereitet werden miussen. Im Gegensatz zur
Histologie entfallt eine aufwendige Probenpraparation, und es kdnnen direkt 3D-
Daten der Knochenarchitektur erhoben werden. Die uCT stellt in der Beurteilung des
Knochens Uber der zellularen Ebene den Goldstandard dar [Hedberg 2005, Jiang
2000, Link 2002, Marechal 2005, Muller 1998, Yeom 2008]. Von Nachteil bei den
MCT-Messungen stellten sich die langen Scannzeiten, das relativ eingeschrankte VOI
(und damit der Probendurchmesser), die Invasivitat und Kostenintensitat dar.

Fir die Auswertung wurde ein Skript erstellt, welches vollautomatisch Knochen de-
tektiert und gleichzeitig Kallus von ortsstandigem Knochen trennt, ohne flir jede
Struktur getrennte regions of interest (ROIs) zeichnen zu mussen. Wir ermittelten den
Schwellenwert visuell durch zwei unabhangige Untersucher, um ortsstandigen Kno-
chen von Kallus zu trennen. Hierbei war der Unterschied in der Helligkeit der Pixel
klar gegeben, und der Schwellenwert wurde anhand einer grol3en Anzahl von Proben
festgelegt, so dass es sich um ein reproduzierbares Verfahren handelte (vgl. Abb.
3-9).

Der Schwellenwert des ortsstandigen Knochens mit 370 stellte einen Kompromiss
dar. Frakturfern — wo die Heilung beginnt — hatte er etwas héher gewahlt werden
kénnen, da hier die Unterschiede in der Helligkeit des ortsstandigen Knochens (ge-
genuber dem Kallus) geringer als im Frakturbereich waren. Damit wirden die (proxi-
mal und distal vereinzelt) dichteren Kallusstrukturen nicht dem ortsstandigen Kno-
chen zugerechnet werden (sondern korrekterweise als zum Kallus zugehdrig seg-
mentiert). Im Frakturbereich hatte er vice versa ggf. eher niedriger sein sollen (vgl.
Abb. 3-11 und Abb. 3-12). Abb. 5-1 zeigt ein relativ ausgepragtes Beispiel in der 3D-
Darstellung, wahrend zwei andere Proben in der axialen 3D-Ansicht in Abb. 5-2 dar-

gestellt sind.
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Abb. 5-1 puCt, 3D: proximaler und distaler Kallus
vereinzelte Kallusbereiche werden zum ortsstindigen Knochen zugehorig segmen-

tiert (grauer Kallus)

Abb. 5-2 puCt, 2D: proximaler und distaler Kallus
vereinzelte Kallusbereiche werden zum ortsstindigen Knochen zugehorig segmen-
tiert, da die Unterschiede in der Helligkeit der Pixel (Dichte) zwischen sehr reifem
Kallus und ortsstandigem Knochen sehr gering sind
Der ,Fehler’ war aber immer gleich (systematischer Fehler), da durch die automati-
sche Methode menschliche Segmentierungsfehler ausgeschlossen werden konnten
und nur ein einzelner unterer Schwellenwert (jeweils fur Kallus und ortsstandigen

Knochen) angewendet wurde.
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Dadurch, dass die ROIs dem Knochen nicht exakt anliegen mussten und nicht jedes
Stlck ortsstandigen Knochens und Kallus einzeln manuell segmentiert werden muss-
te, ergab sich eine enorme Zeitersparnis und Minimierung der Fehlerquote.

Da wir aber immer nur eine aulere Kontur/ROI gezeichnet haben, konnten wir die
volumenabhangigen Parameter BV/TV und BMD nicht bestimmen, da es hierzu er-
forderlich ist, den zu untersuchenden Knochen/jedes Segment mittels einer ROI zu
umfahren und nicht wie von uns praktiziert, lediglich ein einzelnes aufReres ROI zu
verwenden. Wir entschlossen uns dennoch fur Letzteres, da es unser Ziel war, die
vollautomatische Auswertung anzuwenden.

Die BMD stellt den mittleren Grauwert innerhalb der Konturen dar, also den Grauwert
(Dichte) von Knochen und Mark. Daflr missen die aulleren Konturen eng gezeich-
net sein. Allerdings wirde man bei nur einer Kontur keine getrennten Dichtewerte fur
Kallus und ortsstandigen Knochen erhalten. Um dennoch einen aussagekraftigen
Wert zu generieren, haben wir analog Morgan [Morgan 2009] die TMD bevorzugt.
Diese stellt nur den Grauwert vom Knochenmaterial dar, also von dem, was segmen-
tiert wurde.

Die Nachteile der TMD im Vergleich zur volumenabhangigen bone mineral density
(BMD) bestehen in der Abhangigkeit vom Schwellenwert und den Partialvolumenef-
fekten (PV), welche ausgeglichen werden sollen, indem zwei Pixel von jeder Seite
der Oberflache abgezogen werden. Daher muss das Objekt mindestens funf Pixel
umfassen, was bei allen Proben der Fall war [Burghardt 2008, Kazakia 2008, Morgan
2009].

Die Masse, BMC, wird definiert als BMD x TV. Da wir nicht die volumenabhangige
BMD verwenden konnten, verwendeten wir TMD x BV in mg, wobei flr die von jeder
Oberflache ausgeschlossenen zwei Pixel die gleiche Dichte angenommen wurde
[Morgan 2009].

Hatten wir BV/TV und BMD in die Statistik miteinbezogen, so ware das TV zu grol3
gewesen (Abb. 5-3 Mitte). Die ganze Luft (in der Abbildung hypodens > ’schwarz’),
die man eingeschlossen hatte, hatte den Wert verfalscht. Des Weiteren ware die Kor-
tikalis/der ortsstandige Knochen mit eingeschlossen. Wirde man — wie bisher Ublich
[Morgan 2009] — fur jeden zu untersuchenden Knochenabschnitt immer zwei Kontu-
ren zeichnen, d.h. auch innen herum (im Uhrzeigersinn, negativ), so kdnnte man die

volumenabhangigen Parameter verwenden (Abb. 5-3 links). Meist ist aber (anders
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als in der Veroffentlichung von Morgan [Morgan 2009], Abb. 5-3 links) kein komplett
zusammenhangender Kallus zu finden (und der endostale Kallus nicht mit dem pe-
riostalen Kallus verbunden). Finden sich also — und das ist die Regel — viele nicht
zusammenhangende Knocheninseln mit Luft/Bindegewebe dazwischen (Abb. 5-3
Mitte/rechts), musste man jedoch oftmals eine gro3e Menge solcher Konturen zeich-
nen, was eine erhebliche Fehlerquelle und Zeitaufwand bedeutete und zudem teil-
weise nahezu unmdglich ware. Daher haben wir einen Algorithmus entwickelt, mit
welchem man mit einer ROl den gesamten Kallus erfassen und vom ortsstandigen
Knochen trennen kann (Abb. 5-3 Mitte/rechts). In Abb. 5-3 Mitte/rechts erkennt man
2 - 3 Knocheninseln ortsstandigen Knochens und etwa 5 im Bereich des Kallus.
Nach der bisher publizierten Methode hatte man also in dieser einen (!) Schicht etwa
5 ROls fur den Kallus zeichnen missen, deren Abgrenzbarkeit manuell dartber hin-

aus noch sehr schwierig und ungenau gewesen ware.

Abb. 5-3 Vollautomatische 2-Schwellenwertauswertung zur Abgrenzung des Kallus vom
ortsstiandigen Knochen
Links: einzelne Segmentierung des periostalen Kallus [aus Morgan 2009]
Mitte: 1 ROI trotz vieler einzelner Knocheninseln
Rechts: Kallus und ortsstandiger Knochen (Kallus: rot) vollautomatisch segmen-
tiert
Somit kann dieses vollautomatische Verfahren sicherlich als ein exakteres Verfahren
bezeichnet werden.
Als weitere Parameter wurden Strukturparameter ermittelt. Diese dienen der einheit-
lichen Beschreibung und Quantifizierung der Mikroarchitektur untersuchter Objekte
[Parfitt 1987, Underwood 1969]. Die 3D-stereologischen Indizes entsprechen den
Definitionen der Standardhistomorphometrie, und deren Validitat und Vergleichbar-
keit zu anderen histomorphometrischen Methoden zur Analyse der Knochenarchitek-
tur wurden in verschiedenen Arbeiten belegt [Barbier 1999, David 2003, Engelke

1999, lto 1998, Kuhn 1990, Muller 1998, Thomsen 2005, Uchiyama 1997].
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Tb. Th., DA und SMI konnten als nicht volumenabhangige Parameter uneinge-
schrankt verwendet werden. Die Strukturparameter, welche automatisch mittels der
Software bestimmt werden, sind urspringlich fir den trabekularen Knochen definiert
worden [Singh 1978]. In unserer Regenerationsstudie findet sich jedoch hauptsach-
lich Kallus, welcher sich zwischen den verschiedenen Therapieformen unterschied-

lich stark ausgepragt zeigt. Dies erschwert die Interpretation der Strukturparameter.

5.5 Histometrie

Trotz Weiterentwicklung der yCT-Technologie mit Pixelgréofien von bis zu einem hal-
ben um, stellt die Histologie auf zellularer Ebene den Goldstandard dar. Des Weite-
ren bietet sie die Mdglichkeit, verschiedene Gewebe (z.B. Knorpel/Bindegewebe),
welche bei der Stabilitatsbeurteilung des Kallus ebenfalls eine Rolle spielen kénnen,
darzustellen und zu differenzieren. Jedoch sind zeitlicher und personeller Aufwand
trotz automatisierter Techniken hoch. Darlber hinaus fallen nicht unerhebliche Ko-
sten an, und man hat das weiterhin ungeldste Problem, dass man 2D-Bilder von
dreidimensionalen Strukturen erhalt.

Im Sinne einer qualitativen/deskriptiven Auswertung wurden die Praparate visuell
gescannt, um einen Uberblick Uber das Vorhandensein/Verhaltnis zwischen minerali-
siertem und nicht mineralisiertem Gewebe zu gewinnen. Im Gegensatz dazu stehen
die quantitativen Auswertungen (Punktezahlverfahren/Knochenflachenmessung),
welche jederzeit reproduzierbar Uber modernste (automatisierte) Mikroskopie-
Auswertungssysteme durchgefuhrt werden kdnnen [Gerstenfeld 2007].

Es existiert bis dato flr die semiquantitative oder quantitative histologische Auswer-
tung der Frakturheilung kein empfohlenes Standardmodell. Dies bezieht sich auch
auf die standardisierte Detektion einer potentiellen Beschleunigung oder Verzoge-
rung der Heilung. Bislang wurde eine subjektive Einteilung in verschiedene Heilungs-
stadien vorgenommen. Entweder wurde das histologische Bild im Sinne einer quali-
tativen Auswertung beschrieben [Hao 2007, Ro 1976, Simon 2002, Sudmann 1976],
oder die Praparate wurden in verschiedene Stadien der Frakturheilung eingeteilt, um
daraus eventuell signifikante Unterschiede zu erhalten. Eine Einteilung erfolgte bei-
spielsweise mittels einer 10-Punkte-Skala [Altman 1995, Huo 1991], wobei diese Er-
gebnisse anschlieRend statistisch beurteilt wurden. Andere Autoren benutzten eine
Flnf-Zonen-Feineinteilung im Bereich des Frakturspaltes des Kallus, welche den

mittleren Bereich des Kallus entlang der vermeintlich schwachsten Linie berlcksich-
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tigte [Krischak 2007c]. Entlang dieser Linie sei das morphologische Korrelat der bio-
mechanischen Festigkeit (durch Fmax und Stiffness ermittelt) zu erwarten. Hierbei
lag ein Schwerpunkt der Auswertung auf der Entfernung von der Kortikalis, da der
AuBenbereich des Kallus fur die mechanische Stabilitédt entscheidender sei als der
Innenbereich in der Nahe des ortsstandigen Knochens. Den Hintergrund dazu stellte
die Tatsache dar, dass nach den Gesetzen der Mechanik die Stabilitdt eines Rohres
— in diesem Fall des Knochens — mit dem Radius zunimmt. Eine Heilungsverzoge-
rung musste sich initial im Aufdenbereich des Kallus zeigen, da hier die knécherne
Uberbriickung des Kallus beginnt. Dies konnte anhand von Diclofenac belegt werden
[Krischak 2007c]. In der Korrelation zwischen Biomechanik und Histologie konnte
nachgewiesen werden, dass eine hohe mechanische Festigkeit (Fmax und Stiffness)
einen hohen Knochenanteil bedeutet, wobei der Umkehrschluss nicht zutraf. Das
heildt, ein hoher Knochenanteil in der AuRenzone des Kallus korreliert nicht mit einer
hohen mechanischen Festigkeit. Somit ist ein hoher Knochenanteil flr eine hohe
Stabilitdt notwendig, jedoch keine conditio sine qua non. Dies fuhrte zu einer
schlechten Korrelation zwischen Histologie und Biomechanik [Beck 2003, Krischak
2007c].

Im Gegensatz zur uCt oder der Biomechanik gingen in die histologische Beurteilung
immer nur Teile eines Praparates ein: Dazu wurden aus dem zentralen Anteil zwei
reprasentative Schnitte je Probe untersucht. Des Weiteren musste beachtet werden,
dass pro 100 ym-Schnitt durch die Dicke des Sageblattes 300 um des Praparates
verloren gehen. Durch die verlorengegangenen Bereiche/nicht bericksichtigten
Randbereiche kdnnen sich (zum Gesamtpraparat/Randbereich) differierende Ergeb-
nisse ergeben, welche sich bei kleinen Fallzahlen (in Tierversuchen) nicht immer
ausgleichen kdénnen. Somit lassen sich nur eingeschrankt Riuckschlisse zur biome-
chanischen Stabilitat aus histologischen Untersuchungen ableiten.

Ergebnisse von Studien zur Knochenregeneration in Frakturmodellen, welche nur
histomorphometrische Auswertungen verwenden, jedoch keine zusatzliche biome-
chanische Prufung der Praparate durchfihren, sind daher unter diesem Aspekt kri-
tisch zu sehen [Beck 2003, Krischak 2007c].

Die Histologie bietet jedoch eine zusatzliche Mdglichkeit, die Weichgewebe und die
zellulare Ebene zu evaluieren. Daher haben wir die Histologie als supportive Modali-

tat, welche die Aussagen der anderen Methoden untermauern sollte, angewendet.
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5.6 Biomechanik

Wahrend histologische Auswertungen nur bedingt Aussagen zur knéchernen Belast-
barkeit machen kdnnen, ist es durch biomechanische Tests exakt mdglich, hierzu
quantitative und qualitative Ergebnisse zu generieren.

Biomechanische Untersuchung kdnnen sowohl an frischen Praparaten als auch nach
Lagerung der Proben durchgefuhrt werden. Sofern das Material jedoch nicht direkt
nach Opferung verwendet wird, sind Daten von biomechanischen Tests eher relativer
als absoluter Natur. Von entscheidender Bedeutung sind Probenvorbereitung, Was-
serung und Temperatur [Burstein 1972, Sedlin 1966]. Die beste Methode zum Kno-
chenfixieren ist die Lagerung bei -20°C [Sedlin 1966, Turner 1993, van Haaren
2008]. Vor der Testung sollte der Knochen rehydriert sein. Um die genauesten Er-
gebnisse zu erzielen, sollte der Knochen bei 37°C gemessen werden, da dies aber
wenig praktikabel ist, wird — wie von uns durchgefuhrt — im allgemeinen Schrifttum
Raumtemperatur empfohlen [Turner 1992, Turner 1993].

Krafte kdnnen auf drei Arten auf den Knochen einwirken: Als Kompressions-, Zug-
und Scherkrafte. Kompression auf einen Knochen resultiert aus zwei entgegenge-
richteten Kraften, welche auf einer Linie verlaufen, wahrend Zug entsteht, wenn zwei
Krafte auf einer Linie entgegengesetzt verlaufen. Scherkrafte entstehen, wenn zwei
Krafte, welche nicht auf einer Linie verlaufen, parallel gegeneinander gerichtet sind.
In der Klinik kdnnen diese Krafte kombiniert auftreten und zu verschiedenen Frak-
turmustern fuhren.

Generell stehen flr die biomechanische Knochentestung vier etablierte Verfahren zur
Verfligung: Zug-, Biege-, Kompressions- und Torsionstests. Der Zugtest erfordert
relativ gro3e Proben [Harrigan 1988] und verursacht eine reine Querfraktur [Einhorn
1992a). Kompressionstests sind vor allem fur spongiésen Knochen (Wir-
bel/Schenkelhals) weit verbreitet, wobei gerade hier auch kleine Proben gemessen
werden kénnen [Leppanen 2008]. Dabei wird eine Schragfraktur produziert [Einhorn
1992a). Des Weiteren simulieren Kompressionstests gerade im Wirbelbereich die
in vivo-Belastung, wo auch ein hoher spongidser Anteil von 66 - 90% zu finden ist
[Einhorn 1992a, Turner 1993]. Genauer jedoch sind Biegetests, welche bei uns zur
Anwendung kamen. Diese sind bei Nagetieren weit verbreitet. Sie verursachen auf
der konkaven Seite Kompression und auf der konvexen Seite Zugbeanspruchung.

Knochen ist gegenuber Kompression robuster als gegentber Spannung, so dass
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eine Fraktur normalerweise (erst) auf der Zugseite entsteht [Reilly 1975, Turner
1993]. Letztendlich entsteht eine Querfraktur (mit einem kleinen Biegekeil auf der
konkaven Seite) [Einhorn 1992a]. Dabei kann die 3-Punkt- und die deutlich seltenere
4-Punkt-Biegung unterschieden werden [Leppanen 2008]. Der entscheidende Vorteil
der 3-Punkt-Biegung ist ihre Einfachheit sowie ihre haufige Anwendung und damit
ihre Vergleichbarkeit. Der Biegemechanismus stellt zudem einen der haufigeren kli-
nischen Frakturmuster dar [Einhorn 1992a]. Die Knochen kdénnen ohne Einbettung
getestet werden. Der Nachteil liegt in der maximalen Belastung Uber nur einem Punkt
des Knochens, verbunden mit dem Auftreten von Scherkraften im Mittelteil des Kno-
chens. Daher wird der Knochen immer an diesem Punkt brechen [Burstein 1971].
Nachteilig sind bei beiden Verfahren die Scherkrafte zwischen unteren und oberen
Auflagen, die bei abnehmender Distanz grof3er werden.

Die horizontalen Scherkrafte sind bei der 4-Punkt-Biegung nicht vorhanden, hier wird
die maximale Kraft Gber eine gréliere Flache verteilt. Daher bricht der Knochen hier
nicht in der Mitte, sondern an seinem strukturell schwachsten Punkt zwischen den
Auflagen [Burstein 1971]. Das Problem ist jedoch, dass die Kraft bei jedem Auflage-
punkt gleich grof sein muss, was bei ganzen Knochen schwierig sein kann. Ein wei-
terer Nachteil ist die Quetschung des Knochens durch hohe Querkrafte bei geringem
Abstand zwischen den oberen und unteren Auflagen.

Daher wird bei Nagetieren die 3-Punkt-Biegung vorgezogen [Turner 1993]. Torsions-
tests induzieren maximale Scherkrafte an der Oberflache und minimale Scherkrafte
im Inneren. Sie wirken sich auf die ganze Lange des Knochens aus und flhren in der
Regel zu (klinisch seltenen) Spiralfrakturen [Einhorn 1992a]. Vorteilhaft an der Rota-
tionstestung jedoch ist, dass hier leichte Veranderungen in der Knochengeometrie
keine relevanten Auswirkungen auf eine gleichmaflige Verteilung des Drehmomentes
uber die gesamte Femurlange und somit auf die Quantifizierung der Rotationssteifig-
keit haben [Lind 2001]. Hier mussen die Knochenenden jedoch eingebettet werden
[Einhorn 1992b], zudem werden Torsionstests selten zur Testung von ganzen Kno-
chen bei Nagetieren angewandt [Leppanen 2008].

Im Rahmen biomechanischer Untersuchungen ist vor allem die Versagenslast letzt-
lich in der Lage, Uber die Stabilitdt des getesteten Knochens Auskunft zu geben
[Jarvinen 2005, Leppanen 2008]. Gerade sie kann bereits bei einer kleinen Grup-

pengrofRe von 11 Tieren einen Behandlungseffekt auf Signifikanzniveau zeigen. Die
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Variabilitdt der Ergebnisse an unfrakturierten Kontrollfemora schwankt laut Literatur
am wenigsten bei der Versagenslast. Hier beobachtet man die gréf3te Konstanz der
Ergebnisse bei der 3-Punkt-Biegung, wahrend die Resultate der 4-Punkt-Biegung
oder der Torsionsmessungen einer groReren Variabilitdt unterliegen [Leppanen
2008]. Diese Daten decken sich mit denen anderer Spezies, so dass wir uns flr un-
ser Tier-/Frakturheilungsmodell und die beschriebene biomechanische Auswertung
entschieden haben.

Um mdglichst exakte Ergebnisse zu erzielen, ist es notwendig, Messungenauigkeiten
zu minimieren. Ursache flr diese kdnnte ein systematischer Fehler — bedingt durch
inter- und intraindividuelle Varianz und Unregelmafigkeiten wahrend der Messung —
sein, der in Summe die Effektgroflen experimenteller Veranderungen durch bei-
spielsweise Pharmaka ubertrifft. Daher kdnnte versucht werden, den systematischen
Fehler durch methodische Anderung des experimentellen Setups weiter zu verklei-
nern.

Einen sehr engen Gewichtsbereich der Tiere hatten wir bereits gewahlt, um diese
Ursache fur UnregelmaRigkeiten auszuschliel3en.

Eine zusatzliche Versuchsoptimierung kdnnte durch eine individualisierte Anpassung
der Versuchsanordnung erreicht werden, da die Lange der getesteten Knochen be-
ziehungsweise der Abstand der Auflageflachen malRgeblich die Versagenslast beein-
flusst. Dabei wurden in eigenen Untersuchungen erstmals die Auflageflachen und
der einwirkende Kraftarm prozentual an die Lange des zu testenden Knochens adap-
tiert. Im Vergleich zu Femora von gewichtsaquivalenten Tieren, die mit einer fixen
Spannlange biomechanisch getestet worden waren, gelang durch die Versuchsan-
ordnung eine signifikante Verbesserung der interindividuellen Varianz [Prodinger
2010].

So koénnte in nachfolgenden Studien der Messfehler weiter reduziert werden. Da-
durch wirden vor allem die biomechanischen Daten als hartestes Kriterium an Be-
deutung gewinnen. Laut Jarvinen ist namlich die Messung ganzer Knochen immer
noch der Goldstandard [Jarvinen 2005]. Im Rahmen von nachfolgenden Untersu-
chungen ware es gegebenenfalls sinnvoll, eine Korrelation zwischen Biomechanik

und uCT vorzunehmen.
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5.7 Medikamente

Wegen der besseren Vergleichbarkeit zum Menschen wurde die parenterale Gabe
der oralen Gabe vorgezogen. Gegen die orale Gabe spricht, dass diese Form der
Applikation Uber eine zweimal pro Tag gelegte Magensonde durchgeflihrt hatte wer-
den mussen. Diese unnaturliche Art der Applikation ist zudem aufwendig. Gegen ei-
ne orale Gabe (ad libitum) spricht, dass diese schwierig sicherzustellen ist. Selbst
wenn man das Tier isoliert, musste der Wirkstoff aufwendig — beispielsweise in
Fruchtgelée — verpackt werden [Flecknell 1994, Liles 1993]. Dadurch ist aber weder
eine schnelle noch eine komplette Aufnahme garantiert [Nungu 1995]. Zudem wird
empfindlich das Sozialleben gestort. Daher bevorzugten wir die sichere und schnelle
subkutane Gabe der Medikamente.

Um sicherzustellen, dass die Applikationsart und -menge des jeweiligen Medika-
ments korrekt sind, kdnnte es sinnvoll sein, im Rahmen eines Vorversuchs Plasma-
und Wirkspiegel einzustellen. Dies gilt gerade fur neuere Medikamente, zu denen

noch nicht so viele Studien veroffentlicht sind, wie zu den hier verwendeten.

Diclofenac

Die Diclofenac-Dosis von 5 mg/kg KG pro Tag wurde aus der Literatur tbernommen.
Vorangegangene Publikationen haben gezeigt, dass bei der Ratte eine 2,5-fache
Dosis notwendig ist, um humanaquivalente pharmakologische Daten zu generieren
[Beck 2003, Krischak 2007b, Simon 2007]. Hierbei wurde eine Dosis von
150 mg/Tag Diclofenac (analog 2 mg/kg KG) berlcksichtigt, welche bei einem 75 kg
schweren Menschen Ublich ist.

Die ermittelten Serumwerte zeigten, dass Art und Menge der Applikation von Diclofe-
nac zu Spiegeln im therapeutisch erwlnschten Bereich von 0,1 - 2,5 pg/ml flhrten.
Die mittlere Serumkonzentration betrug nach der ersten Abnahme 1,34 ug/ml und bei
der zweiten Abnahme 2,33 ug/ml.

Fur Diclofenac konnte bereits eine in vivo-Frakturheilungsverzégerung biomecha-
nisch, CT-morphologisch und histometrisch nachgewiesen werden [Beck 20083,
Krischak 2007c]. Die Heilungsverzdgerung unter NSAR-Gabe setzt wohl bereits zu
einem sehr frihen Zeitpunkt ein [Beck 2003, Krischak 2007c, Reikeraas 1998]. Nach
einer Fraktur ist ein Anstieg in der Sekretion von Prostaglandinen durch Osteoblasten

zu finden [Dekel 1981]. Diclofenac scheint die Osteoblasten in vitro bereits frih zu
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hemmen [Kaspar 2005], wobei die Konzentrationen den in vivo gebrauchlichen ent-
sprechen kénnten [Matziolis 2002]. Prostaglandine scheinen allerdings einen positi-
ven Effekt auf Zellproliferation und -synthese zu haben [Frost 1997, Krischak 2007c].
Diese Erkenntnisse sind bedeutend, da NSAR in der klinischen Anwendung zur An-
algesie haufig kurzzeitig nach Operationen oder Traumata gegeben werden.

Da es hierzu noch keine Studien mit so umfangreicher Methodik (Kombination aus

MCT/Histologie/Biomechanik) wie unserer gab, wahlten wir ebenfalls Diclofenac.

Prednisolon

Die Prednisolon-Dosis von 0,5 mg/kg KG pro Tag, um humanaquivalente pharmako-
logische Daten zu generieren, wurde aus der Literatur Gbernommen [Newman 1987].
Die ermittelten Serumwerte zeigten, dass Art und Menge der Applikation von Predni-
solon zu Spiegeln im therapeutisch erwtinschten Bereich von 30 - 400 ng/ml flUhrten.
Die mittlere Serumkonzentration betrug nach der ersten Abnahme 94,05 ng/ml und
nach der zweiten Abnahme 40,01 ng/ml.

Physiologische humane Dosen von Glukokortikoiden in vivo sind aquivalent zu Do-
sen, die in vitro maximal stimulierenden Effekt auf Osteoblasten haben. Erhdht man
in vitro die Dosis Uber die optimale Konzentration, sinkt die Differenzierungsfahigkeit
der Osteoblasten ab. In Ubereinstimmung mit den in vitro-Beobachtungen kommt es
in vivo bei extern zugefuhrten Glukokortikoiden nur zu hemmenden Effekten auf die
Knochenbildung — egal bei welcher Dosis [Ishida 1998].

Anders als Cyclooxygenase-Hemmer, die erst bei der Konversion von Arachidonsau-
re zu Prostaglandinen in die Biosynthese eingreifen, unterbinden Glukokortikoide die
Herstellung der Arachidonsaure und greifen so bereits friher als NSAR in den zur
Prostaglandinsynthese fihrenden Prozess ein [Spies 2011]. Somit kdnnten Glukokor-
tikoide eine schwerwiegende(re) Beeintrachtigung der Knochenheilung nach sich
ziehen [Ho 1995, Luppen 2002, Waters 2000].

Es gibt jedoch keinen klaren Beweis dafiir, dass die Frakturheilung bei Patienten,
welche unter Glukokortikoidmedikation stehen, eingeschrankt ist [lwamoto 2010].
Langzeitmedikation von 5,5 Wochen bis 3,5 Monaten zeigte bei Kaninchen (Ulnar-
osteotomie) und Ratten (geschlossene/offene Femurfraktur) eine eingeschrankte
Frakturheilung [Bostrom 2000, Gilley 2009, lwamoto 2010, Luppen 2002, Newman

1987, Waters 2000], wahrend Kurzzeitmedikation von 3 - 4 Tagen in einem Femur-
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osteotomiemodell der Ratte keinen Einfluss auf die Biomechanik oder Histologie hat-
te [Aslan 2005, Hogevold 1992]. Hierbei reichten die verabreichten Dosen von
0,02 mg/kg KG bis 2 mg/kg KG pro Tag. Daher stellte sich fur uns die Frage, wie sich
eine Prednisolontherapie Uber einem Zeitraum von drei Wochen auf die Frakturhei-

lung auswirken wurde.

Cefuroxim

Die Cefuroxim-Dosis von 30 mg/kg KG pro Tag, um humanaquivalente pharmakolo-
gische Daten zu generieren, wurde aus der Literatur Gbernommen [Chen 2006,
Huddleston 2000].

Die ermittelten Serumwerte zeigten, dass Art und Menge der Applikation von Cefuro-
xim zu Spiegeln im therapeutisch erwlinschten Bereich von 2 - 20 ug/ml fuhrten. Die
mittlere Serumkonzentration betrug nach der ersten Abnahme 3,07 ug/ml und bei der
zweiten Abnahme 5,65 ug/mil.

Eine neuere Studie zeigte, dass hdhere Dosen von Cefuroxim die Proliferation, Diffe-
renzierung und den Metabolismus von Osteoblasten in vitro stark beeintrachtigt ha-
ben. Dies war nach 72 Stunden (dem langsten Beobachtungszeitraum) am meisten
ausgepragt. Diese Nebenwirkungen scheinen zumindest partiell reversibel. Niedrige-
re Konzentrationen jedoch steigerten die Proliferation, den Metabolismus und die
Calciumablagerung [Salzmann 2007]. Da auch dieses Medikament haufig eingesetzt
wird, war es fur den klinischen Alltag von grol3er Bedeutung, die Wirkung in vivo ge-
nauer zu untersuchen. Bislang gibt es noch keine verodffentliche (in vivo-)Studie, in
welcher der Einfluss von Cefuroxim auf die Frakturheilung untersucht wurde.
Aufgrund der kontinuierlichen Arzneimittelfreisetzung aus dem Zement kann die Ver-
wendung von Antibiotika-impragniertem Knochenzement zur Infektionsprophylaxe
zusatzlich zu einer langeren Antibiotika-Wirkung mit hohen Konzentrationen auf Kno-
chenzellen fuhren, wobei der Wirkmechanismus noch nicht naher identifiziert werden
konnte [Mader 1997]. Dies kdnnte im Fall von Cefuroxim zu eingeschranktem Stoff-
wechsel, schlechterer Einheilung und frihzeitigem Implantatverlust fihren [Salzmann
2007]. Daher sollten weitere Studien durchgeflihrt werden, welche die Freisetzungs-
kinetik von Cefuroxim-impragniertem Knochenzement sowie seine erreichbaren loka-
len Konzentrationen untersuchen. In vivo mussen diese Effekte auf die Knochenhei-

lung untersucht werden.
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5.8 Ergebnisse

Diclofenac

Die Diclofenacgruppe zeigte signifikant niedrigere Werte fur BV und BMC im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Gelegentlich kam es zu Diastasen des Frakturspaltes. In
der Histometrie zeigte sich bei nur 29% der Proben mineralisierter Kallus im Bereich
des Frakturspaltes, wobei mit 57% am haufigsten Bindegewebe nachzuweisen war
(negatives Verhaltnis von Knochen/Knorpel/Bindegewebe).

Auch von Krischak konnte dieses Phanomen histomorphometrisch verifiziert werden.
Sowohl der knécherne Anteil im Bereich des Frakturspaltes als auch die kndéchernen
Bricken waren erniedrigt, wahrend der Anteil an Knorpel erhdoht war [Krischak
2007c]. Ebenso bei Tiseo et al. zeigte sich eine Verzogerung des Knochenremodel-
ling, da hier der mineralisierte Anteil innerhalb des Kallus gering war und im zeitli-
chen Verlauf noch abnahm (von zwei zu vier Wochen) [Tiseo 2006]. Hier wurde je-
doch nur die Histologie zu Rate gezogen. Sie vermuten eine simultane Inhibition von
COX-1 und COX-2. Zusatzlich kdnnte eine dosisabhangige Hemmung der Osteobla-
sten vorliegen [Kaspar 2005]. Die Knochenbildung scheint bei Diclofenac erniedrigt,
und die Resorption erhéht. Der SMI betrug 0,08 + 0,72 und nahm als einziger der
Gruppen einen positiven Wert ein. Somit lag eine eher plattenahnliche Struktur vor.
Trotz nahezu gleicher Dichte der Gruppen zeigte sich hier ein Unterschied, was unter
Vorbehalt fur einen weniger stabilen Knochen sprechen kénnte, da man hier auch
auf die Belastungssituation rickschlielRen kann [Bevill 2006]. Die trabekulare Dicke
war gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt, was fur ein schwacheres
Netzwerk sprechen kann. Betrachtet man die kndcherne Frakturspaltiberbrickung,
so lie® sich diese in der Kontrollgruppe zu 33% und in der Cephalosporingruppe zu
50% nachweisen, wahrend diese in der Diclofenacgruppe nur 14% betrug.
Biomechanisch zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutlich erniedrigte
Fmax, wobei eine relativ hohe Standardabweichung der Kontrolle einen moglichen
signifikanten Unterschied verhinderte. Die Stiffness der Diclofenacgruppe war analog
zu Beck im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt [Beck 2003].
Zusammengefasst zeigte die Diclofenacgruppe mittels y CT und Biomechanik eine
gegenuber der Kontrolle signifikant eingeschrankte Frakturheilung, was durch die

Histologie bestatigt werden konnte.
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Somit sollte vor allem bei Patienten mit Risikofaktoren (Arteriosklerose, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus) fur eine verzégerte Knochenheilung beispielsweise auf Opi-
oide oder Metamizol zur postoperativen Analgesie ausgewichen werden — gerade
wenn die analgetische Wirkung im Vordergrund steht [Geusens 2013, Histing 2011].

Trotz der Beeintrachtigung der Frakturheilung ist allerdings die antiphlogistische Wir-
kung ein grofRer Vorteil neben der analgetischen Wirkung, um das postoperative und

posttraumatische Wundddem zu reduzieren [Krischak 2007c].

Prednisolon

Betrachtet man die Daten der Prednisolongruppe, so zeigte sich kein signifikanter
Unterschied des erhdhten BV im Vergleich zur Kontrollgruppe. Jedoch war es signifi-
kant hoher als das der Diclofenac- und Cephalosporingruppe.

In einer aktuellen Arbeit [lwamoto 2010] zeigte die Prednisolongruppe in einem Rat-
tenfemurfrakturmodell histomorphometrisch ebenfalls eine Erhéhung der Knochen-
gesamtflache, wobei hier der Geflechtknochen erhdht war, wahrend der Lamellen-
knochen erniedrigte Werte zeigte. Hierbei zeigte sich gegenlber der Kontrolle ein
langsamerer Ubergang von Geflechtknochen zu Lamellenknochen innerhalb des Kal-
lus, was mit einer Verzogerung der Frakturheilung gleichkommt. In den konventionel-
len Rontgenbildern war der Osteotomiespalt noch deutlicher zu sehen als in der Kon-
trollgruppe. Allerdings fehlen in dieser Arbeit biomechanische und Schnittbildunter-
suchungen.

Weinstein konnte eine verringerte Osteoklastenproduktion nachweisen, was zu einer
Reduktion des Remodelling fuhrt [Weinstein 1998]. King konnte in einer Studie
nachweisen, dass die Masse und Dichte von Rattenknochen nach Dexametha-
sontherapie zunahmen [King 1996], da die Resorption vermutlich starker verringert
war als die Neubildung. Betrachtet man in unserer Studie histologisch die kndcherne
Frakturspaltiberbrickung, so liel sich diese nur zu 17% nachweisen (trotz hohem
Kallus-BV). Auch Newman konnte an der Tibia der Ratte nachweisen, dass die Pred-
nisolongruppe eine Heilungsverzégerung von 5 Tagen gegenuber der Kontrollgruppe
aufwies [Newman 1987], wobei es zu einer verzogerten Vereinigung der Frakturen-
den und einem verzdgertem Abbau des Kallus kam.

Der SMI war mit -1,30 signifikant niedriger als der SMI der anderen Therapiegruppen

und zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe einen ,Trend’. Negative Werte sprechen
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fur dichte, stabile Strukturen. Die trabekulare Dicke war gegenuber der Diclofenac-
gruppe signifikant héher. Bei der Interpretation der Strukturparameter sollte man vor-
sichtig sein, da sie initial fir rein trabekularen Knochen definiert wurden.
Biomechanisch zeigte sich eine deutlich erniedrigte Fmax (54,30 £ 28,68), welche als
Absolutwert jedoch keine Signifikanz gegenuber der Kontrolle (77,65 + 41,82) er-
reichte. Dies ist am ehesten durch die erhohte Standardabweichung der Kontroll-
gruppe bedingt. Im Vergleich zu Cephalosporin (78,54 + 20,52 > ahnlicher Wert wie
Kontrollgruppe) zeigte sich eine signifikante Erniedrigung. Die Stiffness der Predniso-
longruppe war im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt, jedoch nicht signifikant.

Die Histometrie bestatigte die Alteration. Hier zeigte sich im Vergleich zu den ande-
ren Gruppen eine seltenere Frakturspaltiberbrickung sowie ein negatives Verhaltnis
von Knochen/Knorpel/Bindegewebe.

Somit hatte die 3-wochige postoperative Gabe von Prednisolon eine beeintrachtigte,
verzogerte Frakturheilung zur Folge. Zu einem etwas spateren Zeitpunkt wiesen
schon Newman mit gleicher Dosierung (30 Tage post operationem) bzw. Gilley mit
héherer Dosierung (28 Tage post operationem) eine eingeschrankte Frakturheilung
nach [Gilley 2009, Newman 1987]. Ganz kurze Applikationen (3 - 4 Tage) fuhrten zu
keiner Beeintrachtigung [Aslan 2005, Hogevold 1992].

Zusammengefasst zeigten sich biomechanisch im Vergleich zur Kontrollgruppe deut-
lich niedrigere Absolutwerte, wobei signifikante Unterschiede knapp verfehlt wurden.
Die Alterationen bestatigten sich in Zusammenschau mit mikrocomputertomografi-

schen und histometrischen Untersuchungen.

Cefuroxim

Die Cefuroximgruppe zeigte gegenlber der Kontrollgruppe in den mikrocomputerto-
mografischen Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede. Biomechanisch
zeigten sich sowohl bezuglich Fmax (p = 0,95) als auch bezlglich Stiffness (p = 0,97)
sehr hohe Korrelationen zur Kontrollgruppe. Fmax der Cephalosporingruppe war (im
Gegensatz zu Fmax der Kontrollgruppe) jedoch signifikant besser als Fmax der
Prednisolongruppe. Fmax relativ (Cefuroxim) zeigte sogar gegenuber Diclofenac ei-
nen ,Trend’ (p = 0,06). Hier konnte der positive Einfluss auf den Metabolismus von
Osteoblasten in niedrigeren Dosen (i.v.-Dosen), welchen Salzmann in vitro nachwei-
sen konnte [Salzmann 2007], in vivo nachvollzogen werden. Bislang existierte noch

keine verodffentliche (in vivo-)Studie, in welcher der Einfluss von Cefuroxim auf die
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Frakturheilung untersucht wurde. Analog der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifi-
kant héhere Stiffness der Cephalosporingruppe gegenuber der Diclofenacgruppe.
Histomorphometrisch liel3 sich in der Cephalosporingruppe zu 50% — und damit hau-
figer als in den anderen Gruppen — eine kndcherne Frakturspaltiberbriickung nach-
weisen. Das Verhaltnis Knochen/Knorpel/Bindegewebe war das gunstigste.
Insgesamt zeigten sich somit bezlglich Cefuroxim nach 3 Wochen keine negativen
Auswirkungen auf die Frakturheilung verglichen mit den anderen beiden Medikamen-
ten und der Kontrollgruppe, so dass sich die hemmenden in vitro-Beobachtungen bei
hohen Konzentrationen im Tiermodell (Cefuroxim-impragnierter Knochenzement)
nicht bestatigt haben. Dies ist insbesondere unter dem Aspekt der Dauer der Applika-
tion wichtig, da sich die negativen Auswirkungen in vitro Uber die Zeit am meisten

ausgepragt zeigten.

Ausblick

Mit Hilfe der Fluoreszenzauswertung, welche Gegenstand einer anderen Promotion
ist, kdnnen gegebenenfalls genauere Aussagen Uber den zeitlichen Verlauf einer Al-
teration der Knochenheilung gemacht werden. Mit den hier angewendeten, standar-
disierten und geeigneten Methoden sollte der Einfluss weiterer, neuer Medikamente
auf die Knochenbruchheilung untersucht werden (z. B. Rivaroxaban).

Weitere Arbeiten sollten die Freisetzungscharakteristik und die erreichbaren lokalen
Konzentrationen nach Anwendung von Cefuroxim-impragniertem Knochenzement
untersuchen [Salzmann 2007]. In vivo miUssen diese Effekte auf die Knochenheilung
untersucht werden.

Auf der Basis der vorgestellten Daten mussten weitere Untersuchungen zur Verbes-
serung der Knochenheilung unter beeintrachtigten Bedingungen gemacht werden, da
es beispielsweise allein in den USA 250000 schlecht heilende Frakturen pro Jahr gibt
[Bostrom 2000]. Hierbei gibt es beispielsweise bereits lokale Ansatze mittels BMP-2
[Luppen 2002] oder extrakorporaler Sto3wellentherapie [Tischer 2008] und syste-
misch mit dem Parathormon related Protein PTHrP Analog RS-66271 oder Vitamin
K2 [Bostrom 2000, lwamoto 2010]. Neue Technologien, wie Stammzell- und Genthe-
rapie, besitzen ein enormes Potential, die Knochenregeneration zu verbessern [Lau
2013, Siddiqui 2013]. Mittels ,Gentherapie®, also dem Einbringen von Genen in Zel-

len, um die genetische Information durch Nukleinsduren zu vermitteln und einen the-
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rapeutischen Nutzen zu erzielen [Avery 1944, Fischer 2010, Geusens 2013, Kolk
2011], ware es mdglich, den Korper selbst die gezielte Produktion von WF am Ort

einer Fraktur Ubernehmen zu lassen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde anhand eines Frakturmodells der Ratte der Einfluss von
Cephalosporin, Diclofenac und Prednisolon auf die Frakturheilung detailliert unter-
sucht. Es kamen radiologische, biomechanische und histologische Verfahren zum
Einsatz.

Die Versuche wurden an ausgewachsenen mannlichen Wistar-Ratten (Alter: 16 Wo-
chen) durchgefihrt. Die 64 eingeschlossenen Versuchstiere wurden in 2 Gruppen
aufgeteilt. Gruppe A bestand aus 25 Tieren und wurde der Auswertung mittels uCT
[Knochenvolumen (BV), -dichte (TMD) und -masse (BMC) und trabekulare Struktur-
parameter] und Histomorphometrie (semiquantitativ) zugefuhrt. Die biomechanische
Auswertung (Fmax und Stiffness) erfolgte an den 39 Tieren der Gruppe B. Allen Ver-
suchstieren wurde durch eine Drei-Punkt-Biegung nach vorangegangener Marknage-
lung eine standardisierte Femurfraktur im Bereich der Diaphyse des Knochens ge-
setzt. Es erfolgten konventionell radiologische Kontrollen. Die Uberlebenszeit betrug
fur alle Tiere 21 Tage.

Die Diclofenacgruppe zeigte mittels yCT und Biomechanik eine gegenuber der Kon-
trolle signifikant eingeschrankte Frakturheilung, was durch die Histologie bestatigt
werden konnte. Eine Prednisolon-Kurzzeittherapie Uber drei Wochen flhrte biome-
chanisch im Vergleich zur Kontrollgruppe zu deutlich niedrigeren Absolutwerten, wo-
bei signifikante Unterschiede knapp verfehlt wurden. Die Alterationen bestatigten
sich in Zusammenschau mit mikrocomputertomografischen und histometrischen Un-
tersuchungen.

Die Cefuroximgruppe zeigte gegenuber der Kontrollgruppe in den mikrocomputerto-
mografischen und biomechanischen Untersuchungen keine signifikanten Unterschie-
de. Fmax der Cephalosporingruppe war (im Gegensatz zu Fmax der Kontrollgruppe)
jedoch signifikant besser als Fmax der Prednisolongruppe. Fmax relativ (Cefuroxim)
zeigte sogar gegenuber Diclofenac einen ,Trend’ (p = 0,06). Histomorphometrisch
zeigte sich am haufigsten eine Frakturspaltuberbrickung.

Die negativen Auswirkungen von Diclofenac auf die Frakturheilung konnten auch in
unserer Studie bestatigt werden, weshalb bei Risikofaktoren (Arteriosklerose, Diabe-
tes mellitus, Nikotinabusus) beispielsweise auf Opioide oder Metamizol ausgewichen
werden sollte — gerade wenn die analgetische Wirkung im Vordergrund steht. Liegen

diese nicht vor, stellt die antiphlogistische Wirkung einen gro3en Vorteil neben der
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analgetischen Wirkung dar, um das postoperative und posttraumatische Wundédem
zu reduzieren.

Die 3-wochige postoperative Gabe von Prednisolon hatte eine beeintrachtigte, ver-
zdgerte Frakturheilung zur Folge.

In vitro beeintrachtigten hohere Dosen von Cefuroxim die Proliferation, Differenzie-
rung und den Metabolismus von Osteoblasten stark, was sich jedoch in vivo nicht
bestatigte. Hier konnte der positive Einfluss auf den Metabolismus von Osteoblasten
in niedrigeren Dosen, welchen Salzmann in vitro nachweisen konnte [Salzmann
2007], tendenziell in vivo nachvollzogen werden.

Es wurde als Nebenziel auch Uberpruft, ob es mdglich sei, mittels uCT vollautoma-
tisch Kallus von ortsstandigem Knochen zu trennen. Dazu entwickelten wir ein Skript,
welches vollautomatisch den Knochen detektiert und gleichzeitig Kallus von orts-
standigem Knochen trennt, ohne fir jede Struktur einzelne regions of interest (ROIs)
zeichnen zu mussen (vollautomatisches Zweischwellenwertverfahren). Es mussten
dabei nur etwa 16 aullere ROIls gezeichnet werden, dazwischen wurde interpoliert.
Dieses Verfahren hat insbesondere neben der enormen Zeitersparnis den Vorteil,
dass das teilweise nahezu unmdgliche Trennen des Knochens durch viele ROIs in-

nerhalb des Frakturbereiches entfallt, und damit die Prazision steigt.
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