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1 Einleitung
1.1 DIE DISTRAKTIONSOSTEOGNESE

1.1.1 GRUNDSATZLICHES UND HISTORISCHES ZUR
DISTRAKTIONSOSTEOGENESE

Die Distraktionsosteogenese ist ein Verfahren zur Verldngerung eines Knochens bei
kongenitalen Lingenunterschieden von Extremitdten, Minderwuchs oder zur
Uberbriickung von Knochendefekten unterschiedlicher Genese. Méglich wird dies
durch das Potential des Knochens zur Regeneration, wie es bei fast keinem anderen
Gewebe des menschlichen Korpers vorkommt.®"? Durch entgegengesetzten axialen
Zug an den zwei Segmenten eines operativ durchtrennten Knochens iiber einen
Distraktionsapparat (meist als Fixateur externe) bildet sich ein Kallusgewebe, das
schlieBlich zum Ro&hrenknochen umgebaut wird. Die ersten Versuche der
Extremititenverlangerung begannen im 19. Jahrhundert. Von Langenbeck (1869),
Hopkins und Penrose (1889), und von Eiselsberg (1897) beschrieben verschiedene
Methoden®””, meist als einzeitige Eingriffe. Hauptindikationen fiir die
Extremitatenverldngerung waren Poliomyelitisfolgen, Substanzdefekte nach
Osteomyelitis, Kriegsverletzungen und kongenitale Missbildungen. Die Behandlung
war fiir die Patienten schmerzhaft und mit hohen Komplikationsraten behaftet. Die
moderne Distraktion begann mit Codivilla 1903, der als Fixpunkt fiir die
Extensionsbehandlung einen Nagel in den Kalkaneus einbrachte und iiber diesen die
Zugkrifte leitete.”? Die Distraktion wurde in einer Sitzung durchgefiihrt, der Patient
anschliessend durch Gipsverbdnde immobilisiert. Mit dieser Technik erreichte er bei
26 Patienten eine Beinverldngerung zwischen drei und acht Zentimeter. 1913 fiihrte
Ombredanne eine schriage Osteotomie durch und verldngerte den Femur schrittweise
um bis zu 4 cm durch eine Vorform des unilateralen Fixateurs. 1924 fiihrte
L.C.Abbott in St. Louis/USA die Drahtfixation der zu distrahierenden Fragmente ein,
er erkannte auch die positive Wirkung der Latenzperiode und distrahierte erst zwei

Wochen nach der Osteotomie.?)

Trotz weiter Verbreitung dieser relativ
fortschrittlichen Technik wurde die Distraktionsosteogenese aufgrund der Vielzahl
an Komplikationen voriibergehend wieder verlassen. In Europa arbeitete Anderson
an Abbotts Technik weiter. Nach anfanglichen Komplikationen entwickelte er nach
langjdhriger Erfahrung auf diesem Gebiet ein akzeptierbares Operationsverfahren.(9)

Als signifikante Neuentwicklung prédsentierte Wagner 1963 einen unilateralen



Fixateur, der eine einfache Bedienung mit hohem Patientenkomfort verkniipfte.®>

Damit wurde die Mobilisierung des Patienten, vor allem bei Distraktion des Femurs,
deutlich vereinfacht, nachteilig war die eingeschrinkte Maoglichkeit der
Achsenkorrektur. Sein Verfahren, das nach der Distraktion (1,5-2 mm/Tag) eine
autologe Knochenspantransplantation und Plattenosteosynthese vorsah, wurde lange
Zeit zum Standard im deutschsprachigen Raum.

Dem Verfahren der Knochendistraktion verhalf schlieBlich Gavril Abramov Ilizarov
aus Kurgan in Sibirien zum entscheidenden Durchbruch.*’® Seine Erkenntnisse
blieben der westlichen Welt lange Zeit verschlossen, zum einen aufgrund der
Publikationen in russischer Sprache, andererseits auch durch die politischen
Verhéltnisse. Durch die Verwertung bestehender Forschungsergebnisse, aber auch
groBangelegter eigener experimenteller und klinischen Studien entwickelte er in den
fiinfziger Jahren ein auf biologischen Grundlagen beruhendes Konzept, das sich im
Prinzip bis heute durchgesetzt hat und weite Verbreitung fand.®” Ilizarov
entwickelte die Techniken und Ideen verschiedener Forscher weiter und kam durch
deren Synthese mit seinen eigenen tierexperimentellen und klinischen
Beobachtungen in den fiinfziger Jahren zu guten Resultaten. Er erkannte die
Wichtigkeit  der  Berlicksichtigung  biologischer  Prinzipien  bei  der

Knochenregeneration'*)

, mit denen sich August Bier in den 20er Jahren bereits
befasst hatte.®" Ilizarov forderte eine geringstmdgliche Zerstorung des Periostes
sowie der medulliren Vaskularisierung des Knochens an der Durchtrennungs-

stelle"’, da ein minimal traumatisches Vorgehen die anschlieBenden

Reparaturvorginge ~fordert.“*'*"

Vor Distraktionsbeginn setzte Ilizarov eine
postoperative Latenzzeit von 5 bis 10 Tagen, um eine ausreichende
Revaskularisation sowie eine Organisation des Bindegewebes im Distraktionsspalt
zu ermdglichen. Die Distraktion sollte etwa 1 mm pro Tag betragen und moglichst
kontinuierlich sein. Durch eine kontinuierlich wirkende Zugspannung wird die
fibrose Zwischenzone, die aus mesenchymalen Zellen besteht, zur funktionellen
“Wachstumsfuge“." "™ Ein von ihm modifizierter Ringfixateur bot eine sehr
stabile Fixierung, die jedoch geringe axiale Mikrobewegungen zuldsst, welche die
Bildung des Regenerates stimuliert. Der Einfluss der Rigiditit des Fixateursystems
auf die Kallusbildung wurde in verschiedenen Studien untersucht und die positive

Wirkung von minimalen Axialbewegungen im Frakturspalt bestitigt.*”'>**"> Daher

ist auch der physiologische Gebrauch der Extremitit Teil von Ilizarovs



Behandlungskonzept.'” Eine begleitende physiotherapeutische Behandlung kann
auch die Atrophie von Muskeln und Knochen minimieren und das Risiko von
Kontrakturen und Thrombosen senken.*” Nach der Publikation von Ilizarovs Arbeit
Anfang der 80er Jahre bemiihten sich viele Autoren, die Ideen Ilizarovs
weiterzuentwickeln und die Fixationssysteme zu modifizieren. Als wesentliche
Ergédnzung zur Methode nach Ilizarov erweiterte DeBastiani die Latenzzeit vor
Distraktionsbeginn auf 14 Tage, um den sich bildenden Kallus zu distrahieren: ein

Verfahren, das er als “Kallotasis* respektive “Kallusdistraktion bezeichnete."'*”

1.1.2 HISTOLOGIE DER DISTRAKTIONSOSTEOGENESE

Die biologischen Vorginge bei der Distraktion unterscheiden sich per definitionem
im Vergleich zur sekundédren Frakturheilung durch das fehlende Auftreten von
chondraler Ossifikation."" Die Bildung des sogenannten Regenerates (Zone rapider
Ossifikation zwischen den auseinander wandernden Knochenenden) wird durch die
ausgeiibten Zugkrifte induziert.">*°" Es wird angenommen, dass die Zugkrifte zur
Stimulation ~der  Osteoblasten  fiihren.””” Der Raum  zwischen den
Knochenfragmenten nach Osteotomie beziehungsweise Kortikotomie besteht aus
Hématom und fibrésem Exsudat, anschlieBend bildet sich Resorptions- und
Granulationsgewebe®®®), das sich durch metaplastische Prozesse zunehmend in ein
longitudinal orientiertes, fibroses Bindegewebe umwandelt.">?’” Innerhalb der
ersten Tage wachsen Kapillaren in das interfragmentire Gewebe ein. Nach
Distraktionsbeginn bilden fibroblastenartige Zellen eine fibrose Matrix, die
weitgehend aus Typ I Kollagen besteht.*®" Zentral bildet sich wihrend der ersten
Distraktionswoche eine weitgehend avaskulédre fibrose Zwischenzone aus, die erst
nach Abschluss der Distraktion wihrend der Konsolidierungsphase ossifiziert.!*>*"®
In der zweiten Woche der Distraktion formieren sich Osteoblasten um die
Gefidllsinus und bilden mit kollagenen Fasern und Osteoid sédulenartige Strukturen,
die von der Osteotomieoberflidche auf die sog. fibrose Zwischenzone (FIZ, “fibrous
interzone*) zuwachsen, beziehungsweise sich durch “de novo*“-Synthese von
kollagenen Fasern wihrend der Distraktion in der FIZ bilden. Diese lagern
kortikotomienah ~ beginnend zunehmend Mineralsalze ein, durch den
Distraktionsprozess entsteht somit eine intramembranése Knochenbildung.!7¢8%-272

Einzelne nachgewiesene Knorpelinseln im Regenerat wurden auf eine zu schnelle



Distraktionsgeschwindigkeit®*®

, Instabilitit des Fixateurs beziechungsweise
vermehrte interfragmentire Bewegungen® oder unzureichende Vaskularisierung
zuriickgefiihrt"®?; in anderen Untersuchungen wird das Auftreten von einzelnen
Knorpelinseln als regulirer Teil der Osteogenese beschrieben.'*"'#*!%2 Sowohl
periostale als auch endostale Kallusbildung wurde in verschiedenen Studien
beobachtet.'*"*"*8) Dabei gehen Osteoblasten aus dem Kambium des Periostes
sowie des Endostes hervor.””*” Es handelt sich demnach um eine plurizentrische
Knochenbildung.“”® Die regenerative Aktivitit der Knochenhaut wird durch den
Grad der Traumatisierung bei der Osteotomie mitbestimmt.?''**®  Die
Reifungsvorginge schreiten weiter fort, die FIZ wird schlieBlich durch
Verschmelzung der Ossifikationsfronten durchbaut. Dieser Vorgang setzt nach der
Distraktionsphase ein, wenn keine Zugkrifte mehr auf das Regenerat wirken.'”
Kortikotomienah beginnend werden nun die gebildeten Trabekel einem
Remodellierungsprozess unterworfen, weitere Kollagenfasern werden in die
Knochensdulen miteinbezogen und bilden ein spongidses Netzwerk mit intensiver
Interaktion mit dem originiren Knochen.®*® In den anschlieBenden Wochen
entstehen longitudinal ausgerichtete lamelldre Knochentrabekel. Parallel dazu treten
Osteoklasten auf, die durch Resorptionsvorginge den Markraum modellieren, so dass
schlieBlich  wieder ein Rohrenknochen entsteht. Durch kontinuierliche
Umbauprozesse werden die mechanisch stabileren Haversschen Systeme gebildet,
der entstandene Neokortex nimmt an Dichte zu, die Verbindungen zum
urspriinglichen Knochen werden weiter ausgebaut. Der Remodellierungsprozess lésst
sich noch nach 1'% Jahren durch hohe Aktivitit von Osteoklasten und —blasten
nachweisen.®®

Die Distraktionsosteogenese nach der Ilizarov-Methode versucht, diese biologischen
Prozesse zu nutzen und durch moglichst kontinuierliche Zugkréfte die regenerativen
Eigenschaften des Gewebes zu stimulieren, ohne die Vaskularisierung im
interfragmentéren Spalt zu beeintrdchtigen. Die kontinuierlichen Zugkréfte auf die
Weichteilstrukturen ~ verursachen  wéhrend der  Distraktionsphase  auch
histomorphologisch nachweisbare Lésionen: An Muskelgewebe fanden sich
degenerative Verdnderungen bis Nekrosen einzelner Muskelfasern durch Dehnung
sowie Muskelfaserdenervierungen.'*'**” Histologische Untersuchungen der Nerven,

welche einer  Verlingerung unterzogen wurden, zeigten segmentale

Demyelinisierungen, Schwellungen der Markscheiden und Querschnitts-



verdiinnungen der Axone.®*” An Sehnen wurden nach Distraktion lymphozytire
Zellinfiltrationen und Rupturen einzelner Fasern festgestellt, die anschliefend
wihrend der Konsolidierungsphase teils narbig ausheilten.!*" Wihrend der
Distraktion kommt es zur Zunahme der Vaskularisierung, die Schiden an den
GefaBen selbst sind gering."”> Die reparativen Vorginge setzen bald nach der
Schidigung, also noch wéhrend der Distraktionsphase ein. Hier kommt es dann
durch Histogenese zur Vermehrung und Reparatur dieser Gewebe."*"""*® Insgesamt
ist die Distraktionsosteogenese ein Verfahren, bei welchem eine enorm hohe
osteogenetische Potenz freigesetzt wird, deren Nutzen die mikrostrukturellen
Schiadigungen {iberwiegt. In vielen Féllen, vor allem nach Trauma oder
Tumorresektion, ist die Distraktionsosteogenese das Verfahren der Wahl zum Erhalt

der jeweiligen Extremitit.

1.1.3 DIE HEUTIGE KLINISCHE APPLIKATION DER
DISTRAKTIONSOSTEOGENESE

Die Indikationsgebiete zur Verlingerung eines Knochens sind vielfaltig?**’®, hier

einige  Beispiele:  kongenitale = Hypoplasien = von  Extremititenknochen,
posttraumatische Wachstumsverzogerungen z.B. nach Aitken II/III Frakturen,
kongenitaler Minderwuchs (Achondroplasie / Pseudoachondroplasie / Turner-
Syndrom), Knochendefekte nach Osteomyelitis, Resektion von Knochentumoren
oder —zysten, Beinldngendifferenzen bei neurologischen Erkrankungen wie
Poliomyelitis oder Paresen, Mandibuladistraktion bei Mikrognathie und hemifacialer
Mikrosomie, = Knochendefekte nach  Triimmerfrakturen. Die  héufigsten
Lokalisationen zur Distraktion stellen die Knochen des Achsenskeletts dar, wobei
sich vor allem der Ausgleich von Beinldngendifferenzen bewihrt hat. Auch bei
Substanzdefekten der langen Rohrenknochen besitzt das Verfahren einen deutlichen
Vorteil verglichen mit der Uberbriickung durch autologe oder heterologe Spongiosa,
da sich durch die Distraktion ein vollwertiger Rohrenknochen entwickelt.®¥ Bei
Knochendefekten wird unter anderem die Methode des Segmenttransportes
angewandt: dabei wird eine defektferne Osteotomie durchgefiihrt, das entstandene
freie Fragment wird per Fixateur von dem Osteotomiespalt weg zu dem
Substanzdefekt gezogen. Das entstehende Regenerat im Osteotomiespalt gleicht die

Liange des Substanzverlustes aus, im “Dockingbereich” setzen die Vorginge der

10



Frakturheilung ein.

Seit der ersten Beschreibung eines Fixateurs in der Literatur durch Jean Francois
Malgaigne 1840 wurde an der technischen Optimierung der Fixateursysteme
gearbeitet. Die heute eingesetzten gingigen Vorrichtungen wie Ring-, Mono- oder
Hybridfixateur basieren weitgehend auf den Vormodellen, jedoch sind diese durch
Verwendung moderner hochwertiger Materialien stabiler und zuverldssiger. Je nach
Indikation kann ein fiir den Patienten optimales Modell ausgewahlt werden. Dennoch
handelt es sich um ein relativ komplikationsreiches Verfahren, das eine optimale
Zusammenarbeit von Arzt und Patient erfordert. In der Literatur wird die Inzidenz
von Komplikationen je nach Auswahl der Kriterien unterschiedlich angegeben.
Infektionen an den Insertionsstellen von Schanzschrauben oder Befestigungsdridhten
sind hdufig und konnen eine Osteomyelitis zur Folge haben. Es erweisen sich auch
die Anpassungsvorginge der Weichteile wihrend der Distraktion nach wie vor als
ein groBes Problem.?”**"¥ Neurovaskulire Reaktionen auf die Zugbelastung konnen
sensible oder selten motorische oder trophische Stérungen verursachen, relative
Verkiirzungen der Muskulatur beziehungsweise Sehnen und Faszien bergen die
Gefahr von Gelenksubluxationen oder Kontrakturen (hdufig Extensionsdefizit am
Kniegelenk oder Pes equinus) in sich. Hier wurde eine Distraktion in mdglichst
kleinen Inkrementen als hilfreich beschrieben.” Aber auch das Regenerat im
Distraktionsspalt verursacht haufig Probleme durch zu schnelle oder zu langsame
Konsolidierung oder durch die Ausbildung von Pseudarthrosen. Bei verfriihter
Entfernung des Fixateurs nach der Konsolidierungsphase sind Verbiegungen oder die
Fraktur des distrahierten Knochens beschrieben worden.**® Zur sicheren
Durchbauung der Distraktionszone ist eine lange Tragedauer des Fixateur externe
notig. Eine Alternative stellt der sogenannte Verfahrenswechsel dar. Hierbei wird der
Fixateur externe als offenes Verfahren durch einen intramedulldren Krafttriger als
geschlossenes Verfahren ersetzt, eine Prozedur mit dem nicht unerheblichem Risiko

(161219 Bej  einer besonderen  Methode  der

einer  Knocheninfektion.
Knochenverldngerung und des Segmenttransportes wird das Transportsegment iiber
einen bereits liegenen Marknagel transportiert. Bei diesem Verfahren ist die
frithzeitige Abbau des Fixateur externe bereit impliziert, bietet jedoch mehrere
weitere Komplikationsmoglichkeiten.*® Die Distraktionsosteogenese ist insgesamt
ein ausgesprochen zeitintensives Verfahren, das dem Patienten ein hohes Mal3 an

Compliance abverlangt. Die psychologischen Probleme bei der Akzeptanz der sehr

11



langwierigen Behandlung sollten daher nicht auBer Acht gelassen werden. Der
Patient muss nicht nur eine relativ schmerzhafte Prozedur iiber sich ergehen lassen,
sondern ist auch im Alltag durch den Fixateur externe bei der Verrichtung einfacher
Tatigkeiten wie Ankleiden, Waschen oder der Fortbewegung in hohem Male
eingeschriankt. Eine moglichst friihzeitige Entfernung des Fixateurs ist daher
wiinschenswert. Zusammenfassend ergeben sich daher aus der heutigen klinischen
Applikation der Distraktionsosteogenese folgende Anforderungen an die klinische

und experimentelle Entwicklung:

- Abkiirzung der Behandlungsdauer durch eine Beschleunigung der

Regeneratkonsolidierung

- Optimierung des Heilungsmonitorings, um Heilungsstorungen friihzeitig zu
erfassen und um eine frithzeitige und sichere Entfernung der externen

Fixation zu ermdglichen

Die untenstehenden Untersuchungen wurden zur Bearbeitung beider klinischer
Fragestellungen durchgefiihrt um Moglichkeiten aufzuzeigen, die klinische

Applikation der Distraktionsosteogenese zu verbessern.
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1.2 WACHSTUMSFAKTOREN, WACHSTUMSHORMON (GH) UND
INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-I (IGF-I)

Mehrere Studien haben gezeigt, dass nach erlittenem Schidel-Hirn-Trauma die

(331,335)

Frakturheilung verbessert ist und Serum von derartig verletzten Patienten eine

G0 7usitzlich konnte

erhohte mitogene Aktivitdit von Osteoblasten bewirkt.
nachgewiesen werden, dass ein ossdres Trauma eine Stimulierung der Frakturheilung
an anderer Stelle des Skelettes induziert.'®” Dies lasst vermuten, dass ein humoraler

Mechanismus zur Stimulation der Ossifikation existiert.

1.2.1 WACHSTUMSFAKTOREN

Ein Teil des systemischen Effektes nach Schidel-Hirn-Trauma und skelettalem
Trauma wird einigen Vertretern der sog. Wachstumsfaktoren zugeschrieben, deren
Konzentration im Serum von Patienten mit Distraktionsosteogenese oder Fraktur
erhoht ist. %223 Die bisherigen Versuche, die Frakturheilung zu beschleunigen,
haben sich im wesentlichen auf die Definition und Applikation von unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren konzentriert. Neue Techniken auf dem Gebiet der Zell- und
Molekularbiologie ermdglichen es zunehmend, die zugrundeliegenden Vorgénge bei
der Reparatur von ossirem Gewebe zu verstehen. Zu dem bisher bekannten
histologischen Algorithmus der Frakturheilung sind Modelle der Regulation von
Mitoseaktivitdt, Migration, Transformation, Differenzierung und Syntheseaktivitit
der beteiligten Zellen getreten. Als bekannte lokal regulierende Substanzen werden
die immunmodulierenden Zytokine (z.B. Interleukin-1, Interleukin-6) und die sog.
Wachstumsfaktoren, eine Gruppe von Signalpeptiden, unterschieden."®® Von
letzteren wird angenommen, dass sie eine fithrende Rolle bei der Regulation der
Frakturheilung spielen. Folgende fiinf Gruppen von Wachstumsfaktoren scheinen bei
den lokalen Regelmechanismen, der Knorpel- und Knochenformation sowie —

- - C - 57,60,192,229,233,253,254,304,332,349
reparation, eine wichtige Rolle zu spielen,®7-00-19%:229:233.233.254.304.332.349)

. platelet-derived growth factor = PDGF
. fibroblast growth factor = FGF

. transforming growth factor-beta = TGF-beta
. bone morphogenetic proteins = BMPs
. insulin-like growth factors = 1GFs

13



Vertreter aus jeder dieser Gruppen spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der

embryonalen Osteogenese.

Mit dem Platelet-derived Growth Factor (PDGF) und den Fibroblast Growth Factors
(FGFs) stehen Wachstumsfaktoren zur Verfligung, bei welchen eine mitogene und
syntheseaktivierende Wirkung im kollagenen Bindegewebe beschrieben wurde. Es
konnte gezeigt werden, dass diese mitogene und syntheseaktivierende Wirkung einen
osteoinduktiven Effekt in tierexperimentellen Frakturmodellen zur Folge hat.2%52%?
Fiir Transforming Growth Factor-beta wurde ein breites Spektrum zelluldrer Effekte
nachgewiesen, insbesondere die Steuerung der Zellexpression von osteoblastéren,
chondrozytiren und osteoklastiren Vorlauferzellen.®*® Im Tierexperiment fiihrte die
Applikation von  TGFs zu einer deutlichen  Beschleunigung  der

Frakturkonsolidierung.?*>%-317)

Bereits 1965 hat Urist gezeigt, dass die
extraskelettale Implantation von demineralisiertem Knochen eine de novo Formation
von Knorpel und Knochen zur Folge hat.**? Auf der Basis dieser Entdeckung
fiihrten die nachfolgenden Untersuchungen zur Charakterisierung der Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs), von welchen derzeit zehn verschiedene Subtypen
bekannt sind. BMPs haben vielfiltige Aufgaben wéhrend der Embryogenese und im
adulten Organismus. Vor allem BMP-2 und BMP-4 werden bei der enchondralen
Ossifikation wahrend der postnatalen Knochenformation und der Frakturheilung
gefunden. ¥ 00-7126.199377378) BN\IPg scheinen auch eine Rolle bei pathologischen
Knochenbildungsprozessen zu spielen, so z.B. bei ektopen Ossifikationen und
Knochentumoren."* Die Entwicklung von rekombinantem humanem BMP und die
Verbindung der Substanz mit geeigneten Tragermedien (z.B. kollagene Vliese)
haben nun den klinischen Einsatz ermdglicht, nachdem in tierexperimentellen
Studien eine signifikante Beschleunigung der Frakturheilung durch die Applikation
von BMP nachzuweisen war.®***"*71% In einer Multicenter-Phase-III-Studie
konnten die tierexperimentellen Ergebnisse fiir die Heilung von offenen

Tibiafrakturen bestitigt werden."*”

Die Wirkungsweisen und Effekte der Insulin-like growth factors werden weiter unten
im Zusammenhang mit ihrer Eigenschaft als Mediatoren des Wachstumshormons

besprochen.

Es ist zu erwarten, dass die lokale Applikation oben beschriebener Wachstums-

faktoren in human rekombinanter Form an z.B. offenen Frakturen oder
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Pseudarthrosen bereits in naher Zukunft ein wirksames Instrument zur Behandlung
und Vermeidung von Frakturheilungsstorungen bietet. Ein Nachteil der bisher
beschriebenen Substanzen stellt ihre lokale Applikation dar, welche immer ein
Freilegen bzw. eine Punktion der Frakturzone erfordert. Zusidtzlich liegen
moglicherweise inkonstante Wirkspiegel der Wachstumsfaktoren vor Ort vor und
eine einmalig applizierte Dosis muss, wenn eine Revision vermieden werden soll, die
Stimulation der Frakturheilung bewirken. Weitere Probleme ergeben sich aus der
Definition geeigneter Tridgermaterialien, welche zum einen eine gleichméBige
Freisetzung des Wachstumsfaktors gewdhrleisten soll und zum anderen selbst
hochstmdogliche Sicherheit bieten soll. Hier hat die Entscheidung, bovines Kollagen
als Carrier zu verwenden, aufgrund der offentlich gefithrten BSE-Diskussion, zur
Verzogerung des klinischen Einsatzes von BMP-2 gefiihrt. Neue Ansétze ergeben
sich aus den Versuchen mit beschichteten Implantaten, welche in tierexperimentellen
Studien zu guten Ergebnissen fiihrten und nun in klinischen Studien ihre Sicherheit
und Anwendbarkeit zeigen miissen.®'®**® Fiir die Distraktionsosteogenese jedoch
sind sowohl letztgenannte Implantate als auch die einmalige Applikation von
Wachstumsfaktoren beispielsweise in den Osteotomiespalt kaum die optimale
Losung. Zum einen wiirde der Einsatz eines beschichteten Marknagels oder einer
beschichteten Platte immer einen Verfahrenswechsel mit einer nochmaligen
Operation mit all ihren nachfolgenden Risiken erfordern.?'*****? Zum anderen
wiirde eine initiale lokale Applikation eines Wachstumsfaktors (beispielsweise
mittels eine Kollagenvlieses) moglicherweise die Regeneratbildung stdren und hitte
zudem ihre Wirksamkeit zum Zeitpunkt der Regeneratreifung ldngst

Verloren.(ls 1,227,228,303)

Damit liegt der Gedanke an eine systemisch applizierbare Substanz nahe, welche
kontinuierlich ihre Wirksamkeit entfaltet. Systemisch applizierte Wachstumsfaktoren
haben jedoch in der Vergangenheit entweder keine Wirkung entfaltet oder zu

signifikanten Nebenwirkungen gefiihrt.*'¢**®

Somit hat sich das Augenmerk der vorliegenden Studie auf die systemische

Applikation von Wachstumshormon (Growth Hormone = GH) gerichtet, fiir dessen

(30,74)

Einfluss auf die Frakturheilung widerspriichliche Daten vorliegen , jedoch in

wenigen  klinischen = Versuchen vielversprechende  Ergebnisse  publiziert

wurden, 214219
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Wachstumshormon (GH) ist ein systemisch zirkulierendes Hormon, welches
vorwiegend TUber die Wirkung von Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1)
wachstumsstimulierend wirkt. In Zellkulturen konnte der anabole Effekt sowohl von
GH als auch von IGFl auf Osteoblasten und Chondrozyten nachgewiesen

werden, %829

1.2.2 STRUKTUR UND FUNKTION VON WACHSTUMSHORMON

Der Zusammenhang zwischen Hypophyse und Wachstum wurde entdeckt, als man
feststellte, dass Patienten mit Akromegalie oder Gigantismus Hypophysentumoren
aufwiesen. Anfang der zwanziger Jahre ziichteten Evans und Long Riesenratten,
indem sie normalen Ratten ein Extrakt aus Rinderhypophysen injizierten. Zwischen
1945 und 1960 wurde in mehreren Versuchen festgestellt, dass das
Wachstumshormon bei der jeweiligen Spezies, von welcher es gewonnen wurde, und
bei Tieren von geringerer Entwicklungsstufe wirkt.07%¥7Y) 1951 entwickelte Raben
eine Methode, um Wachstumshormon aus den Hypophysen Verstorbener zu isolieren
und wies im Anschluss nach, dass dieses bei einem zwergenwiichsigen Patienten das
Wachstum stimuliert.”®” Daraufhin wurde in den USA die National Pituitary
Agency gegriindet, welche die Gewinnung von GH aus humanen Hypophysen
organisierte und lange Zeit die einzige Quelle fiir menschliches Wachstumshormon
darstellte, um Kinder mit Wachstumsstérungen behandeln zu konnen. Anfang der
siebziger Jahre gelang es dann schlieBlich, die Struktur von Wachstumshormon
aufzukliren. 242237 Das Wachstumshormon (auch: somatotropes Hormon,
Somatotropin, Growth Hormone) von Mensch und anderen Sdugetieren ist ein aus
191 Aminosduren bestehendes Polypeptid und wird in der Adenohypophyse gebildet.
Die der Entdeckungsgeschichte zuzuschreibenden Nomenklaturen sind noch nicht
vereinheitlicht: STH = somatotropes Hormon, Somatotropin; GH = Growth
Hormone. Speziesangaben, wie z.B. b = bovin, h = human, p = porcin, werden
vorangestellt, ebenso die Herkunft aus gentechnologischer Produktion, die mit einem
“r fir rekombinant gekennzeichnet wird. Heute wird Wachstumshormon
gentechnologisch mit Hilfe von E.coli Bakterien hergestellt. Das von den Bakterien
produzierte Wachstumshormon wird gereinigt und lyophilisiert.***?" Die Sekretion
des Wachstumshormons durch die Adenohypophyse erfolgt iiber eine pulsatile

Freisetzung in einem diurnalen Rhythmus, die Hauptfreisetzung findet wihrend der
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Nacht statt bzw. wihrend des Schlafens.®™ Viele physiologische Faktoren, wie
Alter, Geschlecht, Entwicklungsstadium, Erndhrungszustand, Korperzusammen-
setzung, Trainingszustand, Stress und auch andere Hormone haben einen Einfluss
auf die Amplitude und Frequenz der Wachstumshormonsekretion. Die Kontrolle der
Wachstumshormonfreisetzung durch die Adenohypophyse erfolgt vor allem iiber
zweil im Hypothalamus gebildete Peptide, das Wachstumshormon-Releasing Hormon

56,65,132,144,145,341,363 .
(56,65,132,144,145,341.363)  ywachstumshormon wird von der

und das Somatostatin.
Adenohypophyse in den Blutkreislauf abgegeben. Im Blut wurden bisher zwei
verschiedene Wachstumshormon-Bindungsproteine (GHBPs = growth hormone-
binding proteins) identifiziert. Die Bindung des Wachstumshormons an ein
Bindungsprotein erhoht seine Halbwertszeit, die durchschnittliche Halbwertszeit von
Wachstumshormon betrigt frei 9, an ein Bindungsprotein gebunden 29 Minuten. Mit
diesen Bindungsproteinen oder auch frei gelangt das Wachstumshormon zu seinen
Zielzellen, diese besitzen membranstindige Glykoproteinrezeptoren  fiir
Wachstumshormon. Wachstumshormonrezeptoren wurden bisher in verschiedensten
Geweben nachgewiesen, so z.B. in der Muskulatur, im Fettgewebe, im Herz, in der

Leber, den Ovarien, auf Fibroblasten, Osteoblasten und Lymphozyten.?*®

Wachstumshormon wird schon seit lingerer Zeit in der Medizin therapeutisch
eingesetzt bei Kindern mit Wachstumshormonmangel, Turnersyndrom und
chronischem Nierenversagen. Auch bei Erwachsenen mit einem Wachstums-
hormondefizit, z.B. nach Hypophysektomie oder Traumatisierung der Hypophyse ist
die Gabe von Wachstumshormon angezeigt. Unter der Therapie kommt es zu einer
Zunahme an Muskelmasse und zu der Ausbildung eines giinstigeren Verhéltnisses
von Muskelmasse zu Fett, weshalb Wachstumshormon auch zunehmend im Sport als
Dopingmittel Verwendung findet.**" Der anabole Effekt von Wachstumshormon
kann aber auch bei kachektischen Zustdnden, z.B. nach groB3en Operationen, infolge
von Polytraumata, schweren Brandverletzungen oder bei Krebspatienten ausgenutzt
werden.“”!"*%? Die positive Beeinflussung von Wundheilungsstorungen oder
Knochenbruchheilungen durch die Gabe von Wachstumshormon ist bereits

. . . . . . . 8.214.215
beschrieben, ebenso ist ein experimenteller Einsatz bei Osteoporose erwéhnt.®2'421%
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1.2.3 GH, INSULIN-LIKE GROWTH FACTORS UND IHRE
BINDUNGSPROTEINE

Mit der direkten Wirkung von Wachstumshormon auf seine Zielzelle lassen sich
jedoch nicht alle Beobachtungen der GH-Wirkung zufriedenstellend erklaren. 1958
postulierten Salmon und Daughaday, dass es einen Botenstoff fiir die Vermittlung
der Effekte des Hormons im Serum geben miisste.*’" Sie stellten fest, dass
Blutserum den Einbau von Sulfat ins Knorpelgewebe fordert; das Serum von
hypophysektomierten Ratten 16ste diesen Effekt nicht aus, auch dann nicht, wenn
man dem Serum Wachstumshormon hinzufiigt. Wurden jedoch hypophysektomierte
Ratten mit Wachstumshormon behandelt, so konnte mit deren Serum der oben
genannte Effekt wieder erzielt werden." Dies fithrte zu der Theorie, dass nicht
Wachstumshormon selbst diesen Prozess auslost sondern Mediatoren, die man
zundchst aufgrund ihrer Wirkung "Sulfation Factors", spiter Somatomedine nannte.
1972 wurden aus Serum Faktoren isoliert, welche die Zellteilung stimulierten und als
deren Produktionsstitte man die Leber identifizierte. Diese wurden "MSA -
Multiplication-stimulating activity” genannt. Bei der Identifizierung der Struktur des
Somatomedin C®*? stellte sich heraus, dass es mit dem von Rinderknecht und
Humbel aus dem menschlichen Korper isolierten IGF-I strukturidentisch ist.**
SchlieBlich zeigte sich, dass all diese Substanzen identisch sind; heute werden sie
Insulin-like growth factors (IGFS) genannt."'*® IGF-1 ist ein Peptid bestehend aus 70
Aminoséduren, IGF-II besteht aus 67 Aminoséuren.'"%*% IGF-I wird vor allem in der
Leber gebildet, seine Produktion unterliegt dort ganz dem Einfluss von
Wachstumshormon.“**? Wihrend der Blutspiegel des Wachstumshormons aufgrund
seiner pulsatilen Freisetzung und seiner geringen Halbwertszeit schwankt (s.0.), ist
der Blutspiegel des aus der Leber freigesetzten IGF-I relativ konstant.(s.u.) Aber
auch diverse andere Zellen sind in der Lage, IGF-I zu synthetisieren, so z.B. die
Zellen des Knochenmarks sowie Osteoblasten und Chondrozyten."'®">* Durch
Ausschiittung von GH aus dem Hypophysenvorderlappen wird in den Leberzellen
vermehrt IGF-I produziert und in die Blutbahn abgegeben.®'” In den Leberzellen
sind im Vergleich zu allen anderen Geweben die hochsten Konzentrationen an IGF-I
mRNA nachzuweisen. Beim Menschen ist der IGF-I Spiegel im Serum eng mit der
Produktion und dem  Wirksamwerden des  Wachstumshormons beim

Langenwachstum verbunden. Die Serumkonzentration steigt wihrend der Kindheit
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langsam an, erreicht in der Pubertiit ein Maximum und fallt dann im Alter ab."*” Die
Wachstumshormonabhéngigkeit der IGF-I-Konzentration zeigt sich auch an exzessiv
gesteigerten Serumwerten bei Patienten mit Akromegalie bzw. an niedrigen Werten
bei Patienten mit verminderter GH-Produktion. Der niedrigste IGF-I-Spiegel wurde
bei Menschen mit Laron-Dwarfismus beschrieben, einem Krankheitsbild, das durch
einen Wachstumshormonrezeptordefekt in der Zellmembran bedingt ist.®*> Die
Serum-IGF-II-Konzentration beim Menschen ist im Gegensatz zum IGF-I nicht
abhingig vom Wachstumshormon.®> IGF-II  scheint besonders beim
Groflenwachstum in der Fetalperiode eine Rolle zu spielen, wenn das Wachstums-
hormon noch ohne Einfluss bleibt und spielt beim erwachsenen Individuum eine eher
untergeordnete Rolle. Die IGFs besitzen dhnliche biologische Wirkungen, doch

erwies sich IGF-I in seiner stimulativen Wirkung auf Osteoblasten potenter als IGF-
11,620

Die IGFs zirkulieren im Blut gebunden an Bindungsproteine (IGFBP = Insulin-like
growth factor binding protein), die Plasmahalbwertszeit der Aggregate wird mit 4-18
Stunden angegeben. 80-85% des zirkulierenden IGF-I ist an IGFBPs gebunden, der
Rest liegt als sogenanntes freies IGF-I vor. Die Bindungsproteine werden vor allem
in der Leber und im Knochenmark gebildet, es sind sowohl hemmende als auch
unterstiitzende Einfliisse auf die Wirkungen der IGFs bekannt, (43492 111.186.231.296.316)
In der Blutbahn konnten bis heute sieben verschiedene IGF-binding Proteine isoliert
und beschrieben werden (IGFBP-1-7).Von diesen liegen IGFBP-1, -2, -3 und -4 in so
hohen Konzentrationen im Blut vor, dass man ihnen eine Modulationsfahigkeit der
systemischen IGF-I Effekte zuspricht. Das IGFBP-3 ist das Haupttransportprotein fiir
IGF-I im Serum und bindet ca. 95% des gesamten IGF-I im Serum. Nur einige
Prozent sind mit den niedermolekularen Bindungsproteinen assoziiert und ein
geringer Teil liegt ungebunden als freies IGF-I vor. Im Gegensatz zu dem an das
IGFBP-3 gebundene IGF-I sind das freie IGF-I und das an die niedermolekularen
IGFBPs gebundene IGF-I in der Lage, die Endothelbarriere zu passieren und ins
Interstitium tiberzutreten. IGF-I und IGFBP-3 bilden zusammen mit der sog. Acid
Labile Subunit (ALS) den 150-Kilodalton ternary-complex, der die zirkulierende
Speicherform des IGF-I darstellt.**'*® Das IGFBP-3 wird wie das IGF-I in den
Leberzellen und zahlreichen anderen Geweben des Korpers gebildet. Beim gesunden
Menschen gleicht der Verlauf der Serum-IGFBP-3-Konzentration {ber die

Lebensjahre dem des IGF-I, allerdings ist das Maximum in der Pubertdt nicht so
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ausgepragt wie beim IGF-I, so dass in dieser Zeit relativ mehr freies IGF-I
vorliegt."” Die IGFBPs -1, -2 und -4 gehdren zu den niedermolekularen Insulin-
like Growth Factor Binding Proteinen. Wie oben angemerkt sind alle drei im
Gegensatz zum IGFBP-3 in der Lage, die Endothelbarriere zu passieren und in den
Extravasalraum iiberzutreten. Bar et al. vermuten, die Hauptaufgabe dieser Proteine

bestehe darin, das IGF-I aus der Zirkulation ins Gewebe zu transportieren.*%"

Die Zielzellen besitzen IGF-Rezeptoren: Zwei in ihrer Struktur unterschiedliche IGF-
Rezeptoren sind beschrieben, der Typ I-Rezeptor, ein Rezeptor vom Tyrosinkinase-
Typ und der Typ II-Rezeptor, der keine Tyrosinkinaseaktivitit besitzt. Mit diesem
Unterschied geht ein Unterschied in deren Bindungsspezifitit einher. Aufgrund der
Beobachtung, dass ein gegen den Typ I-Rezeptor gerichteter Antikorper annidhernd
alle endogenen Effekte beider IGFs verhindert, vermutet man, dass der Typ I-
Rezeptor bei den biologischen Antworten auf IGFs die wichtigere Rolle spielt.*”
Osteoblasten besitzen sowohl IGF-I- als auch IGF-II-Rezeptoren und sind zudem
noch in der Lage, selbst IGF-I und IGF-II zu synthetisieren.**'®2***) Wie oben

Y iber

erwahnt besitzen humane Osteoblasten gleichzeitig auch GH-Rezeptoren
welche GH die Proliferation und Syntheseleistung von humanen Osteoblasten in-
vitro direkt anregen kann.®*® In-vivo Daten von Miusen, Hunden und Menschen,
lassen  vermuten, dass auch Osteoklasten = Wachstumshormonrezeptoren
besitzen. 820426029037 Neben dem endokrinen Weg sind die Zellen auch in der
Lage, sich gegenseitig auf dem parakrinen Weg zu beeinflussen, was die direkte
Einflussnahme einer Zelle auf ihre Nachbarzellen bedeutet. Sogar die autokrine

Beeinflussung ist mdglich, d.h. die Zelle stimuliert sich mit den ausgeschiitteten

IGFs selbst.®*

Da dem Wachstumshormon primir das Léngenwachstum der Extremititen
zugeschrieben wird, sind die Wirkmechanismen des Hormons in der Epiphysenfuge
der langen Rohrenknochen Bestandteil vieler Forschungsarbeiten. Nach der
Entdeckung des ‘“Somatomedins® wurde ihm schnell eine Vermittlerrolle der
Wirkungen des Wachstumshormons auf die Knorpelzellen der Epiphysenfuge

. 1 .
zugeschrieben.®*”°"  Bei

in-vitro Kulturen von Knorpelzellen aus der
Wachstumsfuge schien es zunidchst so, als hitte das Wachstumshormon keinen
direkten mitogenen Effekt und Somatomedin C (oder IGF-I) den alleinigen Anteil an
der Replikation von Knorpelzellen."*"*"*7 In_yivo, bei der lokalen Gabe von

Wachstumshormon in die Arterie einer Extremitét hypophysektomierter Ratten,
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wurde jedoch auch ein Effekt der alleinigen Gabe von GH nachgewiesen. Diese
wachstumsfordernde Wirkung konnte jedoch durch die Gabe von Somatomedin C
Antiserum aufgehoben werden, was - wie oben erwéhnt - eine wachstumshormon-
vermittelte lokale Produktion von Somatomedin C nahelegt." %) Die 1985 von
Green et al. aufgestellte "dual effector theory" besagt, dass GH auf zwei
verschiedene Art und Weisen auf die Epiphysenfuge wirkt: Es regt
Chondrozytenvorstufen zur Differenzierung an und erhoht die Sensibilitdt der Zellen
gegen IGF-I. Des Weiteren wird durch GH die lokale Freisetzung von IGF-I
vermittelt."*" Spater konnte eine proliferationsfordernde Wirkung von GH auf
Knorpelzellen  hypophysektomierter = Ratten auch in-vitro  nachgewiesen
werden. "% Hierbei wurde gezeigt, dass GH in erster Linie auf die
Praechondrozyten und IGF-I primir auf die differenzierteren Stufen wirkt.®*%*?
AuBerdem fand man heraus, dass die Wirkung von GH in-vitro im Gegensatz zu
IGF-I mit zeitlicher Verzogerung einsetzt®’”, bei hoherer Zelldichte nachlasst®®
und sich der jeweilige Effekt durch die Gabe einer hoheren Konzentration nicht in
dem MaBe steigern ldsst wie durch Erhohung der Konzentration an IGF-1.°%? Im
weiteren Zeitverlauf wiesen einzelne Arbeiten auch darauf hin, dass GH nicht nur in
der Epiphysenfuge wirkt, sondern auch eine mitogene Wirkung auf Knorpel aus der

1230 57 und aus dem Beckenkamm®”®

Ohrmusche , aus Gelenk und Nasenseptum,
entfaltet. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass GH in-vivo und in-vitro Knorpel
der Wachstumsfuge der langen Rohrenknochen und in eingeschrinkter Form auch

auf Knorpel anderer Lokalisation proliferationsfordernd beeinflusst.

Auch die Wirkung von GH auf Knochenzellen wurde von vielen Autoren
beschrieben. Dabei wurde in-vitro ein mitogener Effekt von GH auf fetale
Mausosteoblasten gefunden.®*” Die Vermutung der direkten Stimulation von

Osteoblasten durch GH®*® wurde spiter durch die Beschreibung des GH-Rezeptors

{39)

bei einem Zellklon von Rattenosteoblasten bestitigt”™’, wobei man bei

differenzierten Osteoblasten eine hohere Kapazitit der GH-Rezeptoren fand als bei

undifferenzierten.®*” Auch in-vivo konnte bei der neugeborenen Ratte ein Effekt auf

(255)

die Proliferation festgestellt werden'>”, nicht jedoch beim fetalen Schwein."'®” Noch

nicht abschlieBend gekldrt ist dabei die Rolle des IGF-I. Bei unreifen
Mausosteoblasten konnte die wachstumshormoninduzierte Sekretion von IGF-I in-
vitro gesehen werden®’®, wohingegen dieser Effekt bei menschlicher

Osteoblastenzellkulturen ausblieb.?®****  Als Wirkung wird dem IGF-I am
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Osteoblasten in-vitro sowohl bei der Maus als auch beim Menschen eine
Stimulierung der Proliferation und Differenzierung sowie der Syntheseleistung
zugeschrieben.'®#23%) Ausgereifte, humane Osteoblasten reagierten in-vitro mit
erhéhten Zellteilungsraten auf IGF-1.°® IGF-I regt Osteoblasten zu einer verstirkten
Knochenmatrixsynthese (Typ- I- Kollagen) an, verzdgerte den Kollagenabbau!"""'%%
und stimulierte die Differenzierung von Priosteoblasten zu Osteoblasten.**? Die

Haupteffekte von IGF-I auf Osteoblasten sind somit:

1. Differenzierungsreiz fiir Osteoblastenvorlduferzellen (Osteoprogenitorzellen) zu
Osteoblasten

2. Anregung der Osteoblasten zur Zellteilung (mitogener Effekt)
Stimulation zur verstarkten Matrixsynthese (Typ- I- Kollagen)

1.2.4 GH UND IGF-I BEI DER KNOCHENHEILUNG

Bei der Suche nach Substanzen, die den oft langwierigen Prozess der Frakturheilung
beschleunigen, kam sehr frith schon die Idee, Versuche mit Wachstumshormon
durchzufiihren. Die Ergebnisse der mit Ratten, Méiusen, Hasen und Hunden
durchgefiihrten Versuche sind jedoch uneinheitlich. Wéhrend einige Autoren iiber
eine Beschleunigung und Verstirkung der Kallusbildung sowie eine verbesserte
Kallushértung und biomechanische Belastbarkeit der verheilten Knochendefekte und

(22.28,31.32.34.264.350) "y snnen andere Forscher diese Ergebnisse nicht

Frakturen berichten
bestitigen."*1*+1%2) Die verschiedenen Versuche sind jedoch auch in ihrem
Versuchsdesign sehr uneinheitlich, was deren Vergleichbarkeit erschwert. So
arbeiteten die Forschungsgruppen mit verschiedenen Wachstumshormondosierungen
und verschiedener Applikationsfrequenz. Einige Gruppen arbeiteten auch mit einer
stark  unterschiedlichen ~Anzahl von Versuchstieren in Versuchs- und

(160) (351)

, mit Tieren, die sich noch im Wachstum befanden”"’, oder

(213,351)

Kontrollgruppe
achteten nicht auf Alter und Geschlecht der Tiere , was bei der Gabe von
Wachstumshormon von groBBer Bedeutung ist. Wie sich bei neueren Untersuchungen
herausgestellt hat, ist auch die Herkunft des Wachstumshormons von grofer
Bedeutung. Durch Bildung von Antikérpern gegen allogenes GH kann das
verabreichte Hormon unwirksam werden.7323323-3%6389:3%0) Bej einjgen Autoren wird

nicht weiter auf die Herkunft des Wachstumshormons eingegangen(153), keine der

Studien jedoch verwendete spezies-spezifisches Wachstumshormon, um den Effekt
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der Antikorperbildung zu verhindern.

Die Auswirkung der Gabe von Wachstumshormon auf die histologischen Vorginge
bei der Frakturheilung ist am detailliertesten in der Arbeit von Mosekilde und Bak
dargestellt.”” Bei Ratten wurden Tibiafrakturen mit intramedullirer Schienung
versorgt. Nach den ersten zehn Tagen zeigte sich dabei kein struktureller Unterschied
zwischen den Wachstumshormon- und Kontrolltieren. Bei den GH-behandelten
Tieren wurde jedoch eine vermehrte Einwanderung von Zellen aus dem
Knochenmark in den Kallus beobachtet. Nach dem 30. Tag zeigte der Kallus bei den
GH-behandelten Tieren eine deutlich geringere “Knochendichte* als in der
Kontrollgruppe. Bei den GH- Tieren war der Kallus sowohl in der Lénge, als auch
im Durchmesser deutlich groBer als der Kallus der Kontrolltiere. In der gesamten neu
gebildeten Knochenmenge bestand kein Unterschied zwischen GH- und
Kontrollgruppe. Nach 40 Tagen zeigte sich in der GH-Gruppe eine groflere Menge
an trabekuldrer Knochenflache als in der Kontrollgruppe. Nach 80 Tagen hatten die
Placebo-Tiere den externen Kallus ganz abgebaut, wihrend bei den GH- Tieren
immer noch aufgelockerte Knochentrabekel um den Frakturspalt herum zu sehen
war. Auch das phénotypisch Auftreten von Knorpelinseln war in der GH-Gruppe
prolongiert. Insgesamt resultierte die héhere biomechanische Belastbarkeit aus der
dem groBeren Kallusvolumen. Das Remodeling in der GH-Gruppe zeigte sich jedoch
deutlich verlangsamt was in einer verzogerten Wiederausbildung ‘“normalen®

Rohrenknochens resultierte.

IGF-I singuldr systemisch appliziert wird in Studien zur Beschleunigung der
Frakturheilung seltener eingesetzt. Hierbei scheint es jedoch einen positiven Effekt
auf die intramembrandse Knochenformation wéhrend der Frakturheilung zu haben.
An hypophysektomierten Ratten konnte durch eine IGF-I-Infusion eine
Beschleunigung der Heilung eines 5 mm groflen Defektes im Os zygomaticum
nachgewiesen werden.®* In einem weiteren Versuch konnte Thaller zeigen, dass es
bei spontan nicht heilenden Schédelfrakturen an Ratten unter der systemischen
Applikation von IGF-I zu einer Proliferation von kortikalen Knochenzellen und zu
einer Heilung kam.** Diese Studien beriicksichtigten nicht die mdglichen
Nebenwirkungen des systemisch applizierten IGF-I, aufgrund derer IGF-I klinisch
nur in ausgewihlten Fillen und dann zusammen mit IGFBP-3 gegeben wird.'**'*

Eher geeignet zeigt sich IGF-I zur lokalen Applikation, bei welcher es
heilungsfordernde Wirkung auf Knochendefekte entfaltete. Hinsichtlich des

23



Applikationsweges des IGF-I bei seiner lokalen Anwendung wurde unter anderem
auf Infusionskatheder oder hyperosmolare Pumpen zuriickgegriffen.®***Y Neue
Applikationsformen stellen hier die beschichteten Implantate dar, welche die lokale
Konzentration an IGF-I in der Fraktur erhohen konnen, offensichtlich ohne

systemische Nebenwirkungen zu verursachen.***!”

1.2.5 DER EINFLUSS VON GH AUF KNOCHENUMBAUPARAMETER

In vielen klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Langzeit-Applikation
beziehungsweise Substitution von GH bei wachstumshormondefizienten Patienten
sowohl die Knochenmasse als auch die Serum-Marker der Knochenformation
erhoht. P+19830531)  Dieger  “Knochen-anabole*  Effekt konnte auch nach
Wachstumshormongabe an gesunden freiwilligen Erwachsenen und osteoporotischen
dlteren Personen festgestellt werden.®*%2!2%) Ingbesondere erbrachte auch die
kurzzeitige systemische Gabe von GH eine ldngerfristige Erhohung von Knochen-
Formationsmarkern im Serum.””2%" In experimentellen Studien kam es durch die
Gabe von GH auch zu einer Zunahme der Knochenmasse bei “gesunden Tieren. Die
Wachstumshormongabe an gesunden Freiwilligen war naturgeméf zu kurzzeitig, um
einen dhnlichen Effekt auf die Knochenformation nachzuweisen.“>'”” Neben den
Serummarkern der Knochenformation fanden sich sowohl in klinischen als auch in
experimentellen Studien die Marker der Knochenresorption erhght, 436272204305 o
dies jedoch auch zu einer signifikanten Vermehrung der Knochenresorption fiihrt,
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Vollig unklar ist, ob die oben dargestellte
systemische Erhohung des Knochenumbaus durch GH auch einen Einfluss auf den
Kallus bei einer Fraktur oder bei der Distraktionsosteogenese hat. Bekannt ist, dass
sich wihrend der Frakturheilung und der Distraktionsosteogenese die Parameter des

Knochenstoffwechsels verindern.!%*17

Es wurde versucht, charakteristische
Verldufe von Serumparameter des Knochenstoffwechsel zu definieren, um bei einer
Anderung auf Heilungsstorungen zuriickschlieBen zu kénnen.*'**'®  Nach
derzeitigem Wissensstand liegen jedoch keine klinischen oder experimentellen
Studien vor, welche den Verlauf der Knochenumbauparameter wihrend der

Knochenheilung unter Einfluss von GH dokumentieren. In einzelnen Studien wurden

die Serumwerte der Knochenumbauparameter mit denen von IGF-I korreliert, um
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Hinweise zu finden, ob der Effekt von GH auf das Skelett eine Dosis-Wirkungs-
Bezichung zeigt und somit eventuell steuerbar ist.**° Auch hierfiir liegen fiir die
Applikation von GH bei der Frakturheilung oder Distraktionsosteogenese keine

Erkenntnisse vor.

1.3 METHODEN ZUM IN-VIVO MONITORING DER
REGENERATKONSOLIDIERUNG BEI DER FRAKTURHEILUNG
UND DISTRAKTIONSOSTEOGENESE

Bei einer Studie zur Beschleunigung der Frakturheilung oder wie im vorliegenden
Fall der Distraktionsosteogenese ist die Auswahl der Methoden, welche einen
eventuellen Effekt der jeweiligen Intervention auf die Knochenformation nachweisen
lassen, von besonderer Wichtigkeit. In experimentellen Publikationen werden am
hiufigsten post-mortem Untersuchungen des heilenden Knochens, wie z.B.
destruktive Biomechanik oder histologische Aufarbeitung des Kallus, eingesetzt.
Diese haben jedoch den Nachteil, dass sie klinisch nicht anwendbar sind und zudem
einen eventuellen Vorsprung in der Frakturverheilung bei zu spédtem
Untersuchungszeitpunkt verpassen. Somit war es ein Schwerpunkt der vorliegenden
Untersuchungen, Methoden zum in-vivo Monitoring der Distraktionsosteogenese zu
entwickeln und in einer Grofitierstudie zu evaluieren. In einigen Studien wurden die

263 oder der manuellen®®?

Schwierigkeiten der radiologisch-morphologischen
Beurteilung bei der Frakturheilung aufgezeigt.®>*’> Das konventionelle Rontgenbild
ist zur Beurteilung der Qualitét eines Regenerates nicht genligend aussagekriftig, die
Untersucherabhingigkeit der Einschitzung der Knochenstabilitdt birgt immer ein
Risiko fiir den Patienten.®>'#**® Im konventionellen Rontgenbild werden die
Strukturen des Kallus tliberlagert dargestellt, die Schwérzung des Filmes ist neben der
Konzentration von Mineralsalzen auch von dem Durchmesser des Gewebes
abhingig. Daher kann es neben der unsicheren klinischen Einschitzung der
Regeneratstabilitit auch bei der Interpretation der Rontgenbilder zu Fehlern

kommen, (11:55:181.263)

Analog werden Rontgenaufnahmen bei der
Distraktionsosteogenese benutzt, um die Rate neu formierten Knochens und die
Verheilung zu beurteilen, obwohl bekannt ist, dass Rontgenbilder hierfiir nicht
sensitiv genug sind. Zusdtzlich konnen konventionelle Rontgenbilder neu gebildeten

Knochen oder Kallus erst ab einer gewissen Quantitit nachweisen; dies ist

25



normalerweise erst mehrere Wochen nach Distraktionsbeginn der Fall.?’” Einige
klinische und experimentelle Studien haben den pridiktiven Wert bildgebender
Verfahren untersucht, die mechanischen Eigenschaften des sich konsolidierenden
Regenerates zu bestimmen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Quantitative
Computertomographie (QCT) und DEXA (dual energy x-ray absorptiometry)
geeignet sind, die Stabilitit des Regenerates zu quantifizieren."'”*? Zu
Studienzwecken und um einen radiologischen “gold standard” zu haben, wurde auch
in der vorliegenden Studienreihe die Vorhersagekraft der QCT analysiert (s.u.). Auf
absehbare Zeit werden jedoch QCT und DEXA aufgrund von Faktoren wie
Verfiigbarkeit, Kosten und Strahlenhygiene nur die Rolle zusatzlicher diagnostischer

Hilfsmittel einnehmen und beim klinischen Monitoring der Distraktionsosteogenese

besonderen Fragestellungen vorbehalten sein.

1.3.1 DIGITALE LUMINESZENZRADIOGRAPHIE (DLR)

Die Absorption von Rontgenstrahlen als indirekte Messung des Mineralgehaltes des
Kallusgewebes einer Fraktur und damit dessen mechanischer Festigkeit wurde
vielfach experimentell zur Evaluierung der Knochenstabilitdt eingesetzt und wurde in
verschiedenen Studien untersucht.'"**%2" Als problematisch werden dabei die
nicht lineare Reaktion des Rontgenfilmes auf die Rontgenstrahlung und die
Einschrinkung des detektierbaren Wellenldngenspektrums gesehen. Die digitale
Lumineszenzradiographie (DLR) nutzt anstelle eines konventionellen Rontgenfilmes
eine photosensible Phosphorschicht als Detektor fiir die Réntgenstrahlung.®** Im
Vergleich zum konventionellen Rontgen bietet die DLR die Detektion eines deutlich
breiteren Wellenldngenspektrums, eine linearen Reaktion des Detektors auf die
Rontgenstrahlung, eine verbesserten Detektionseffezienz und die Moglichkeit zur
digitalen Bildverarbeitung."'**"*” Aufgrund dieser signifikanten Vorteile sollte in
den vorliegenden Untersuchungen mittels einer auf einem Vergleichsphantom
basierenden  “Knochendichtemessung® erneut versucht werden, mittels
Rontgenaufnahmen Aussagen zur biomechanischen Stabilitit eines heilenden

Knochens zu treffen.
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1.3.2 SONOGRAPHIE

Die sonographische Verlaufskontrolle bei der Distraktionsosteogenese ist erstmals
von Correll 1988 beschrieben worden.”” Sein Hauptanliegen war dabei, die
Strahlenbelastung der Patienten (hauptsdchlich Kinder) durch hiufige
Rontgenkontrollen herabzusetzen. Anwendungsmoglichkeiten sieht er in der
Kontrolle der Distraktionsstrecke sowie der Kalzifizierung des Regenerates, so dass
sich Aussagen iiber die Distraktionsgeschwindigkeit treffen lassen. Correll schreibt
der Sonographie eine hohe Sensitivitit zur Erkennung pathologischer Verdnderungen
im Distraktionsspalt und im Weichteilmantel zu. Zusétzlich seien bis zu einem
gewissen Grade auch Achsenabweichungen der Fragmente beurteilbar. Andere
Autoren begriinden den FEinsatz von Ultraschall vor allem in der durch
Rontgenaufnahmen unzureichenden Visualisierungsmoglichkeit des neu gebildeten
kalzifizierten Gewebes wihrend der Distraktionsphase.®®> Bei den entsprechenden
klinischen Untersuchungen konnten sonographisch echogene Schallreflexe bereits 1-
3 Wochen post OP nachgewiesen werden, wihrend neugebildetes Knochengewebe
rontgenologisch frithestens 8 Wochen post OP sichtbar wurde. Mittels Sonographie
sei es daher auch moglich, eine vorzeitige oder verzogerte Konsolidierung friihzeitig
zu erkennen.”® Manche Autoren betonen jedoch, dass mittels Sonographie die
tatsdchliche Festigkeit des neugebildeten Knochens nicht zuverldssig beurteilbar
sei.”>!"Y In einer klinischen Studie wurden Messungen von Ultraschall, DEXA und
Rontgen wiéhrend der Distraktionsosteogenese von 10 Patienten miteinander
verglichen."'” Es wird festgehalten, dass Ultraschall und DEXA die Anwendung
von konventionellen Rontgenaufnahmen reduzieren konnen und dass Ultraschall vor
allem zur frithen Detektion der Mineralisierung im Distraktionsspalt geeignet ist. In
einem Review besprechen Hughes et al. die verschiedenen bildgebenden Verfahren
bei der Knochenverlingerung."®” Dabei wird beziiglich der Sonographie
hervorgehoben, dass sie eine korrekte Spaltausmessung zulésst, dass friihzeitig der
neugebildete Knochen und eventuelle Defekte bei der Ossifikation beurteilt werden
koénnen, und dass sie ein dreidimensionales Bild der Distraktionszone vermitteln
kann. AuBlerdem handele es sich um ein kostengiinstiges, einfach und schnell
durchzufiihrendes, strahlenfreies Verfahren. In der einzigen experimentellen Studie
zum Vergleich biomechanischer Eigenschaften mit sonographischen Messungen bei
der Distraktionsosteogenese konnte nur eine schlechte Korrelation beider Methoden

festgestellt werden."*® Als sonographischer Messparameter wurde hierbei die
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“Kortikaliskontinuitdt“ des Regenrates herangezogen. Entsprechend anderer
Publikationen kommen auch die Autoren dieser Studie zu dem Schluss, dass dieses
Verfahren keine weiteren Informationen liefern kann, sobald in der Sonographie eine
kontinuierliche Kortikalis sichtbar ist. Bisher nicht untersucht wurde die
Aussagekraft der Eindringtiefe der Schallwellen in das Regenerat. Daher wurden in
der vorliegenden Studie Eindringtiefe der Schallsignale und Breite der FIZ mit den

biomechanischen Messungen und CT-Messungen korreliert.

1.3.3 QUANTITATIVE COMPUTERTOMOGRAPHIE (QCT)

Die QCT wurde bereits in verschiedenen experimentellen und einigen klinischen
Studien zur Untersuchung des Mineralisierungsgrades des gebildeten Regenerates
bei der Distraktionsosteogenese angewandt. Die theoretischen Grundlagen fiir diese
Untersuchungen beruhen auf der Korrelation von mechanischen Eigenschaften des
Knochens und seinem Mineralisierungsgrad. Diese Erkenntnisse werden seit
geraumer Zeit routineméfig bei der Diagnose und Therapiekontrolle der Osteoporose
eingesetzt. Die QCT scheint auch fiir die Vorhersage biomechanischer Eigenschaften
im heilenden Knochen eine erfolgversprechende Methode zu sein, da sich die
Qualitit des Regenerates durch die Quantifizierung des Mineralgehaltes bestimmen
lasst. Im Gegensatz zum konventionellen Rontgen wird die Distraktionszone
tiberlagerungsfrei dargestellt. Die gute Korrelation von Mineralsalzgehalt und der
Festigkeit des Kallus wurde in verschiedenen Untersuchungen bei der Frakturheilung
bestitigt.>*?*2%) Diese experimentellen Untersuchungen haben die Aussagekraft
der QCT fiir die Vorhersage der Belastbarkeit aufzeigen konnen. Es gibt
dementsprechend einzelne klinische Studien, welch mittels QCT den
Demontagezeitpunkt des Fixateur externe festlegen.”*” Problematisch erscheint
einigen Autoren die Artefaktbildung durch den angelegten Fixateur externe zu
sein.? In der vorliegenden Studie sollte die Messung des Mineralisierungsgrades
der Distraktionszone vorwiegend als Referenzmethode fiir die quantitative
Sonographie und die quantitative DLR dienen. Somit wurden die Messungen am

distrahierten Bein nach Demontage des Fixateur externe vorgenommen.
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1.3.4 BIOMECHANISCHE METHODEN

Wie oben angefiihrt, fehlen derzeit klinische Methoden, objektive und quantitative
Aussagen iiber die Belastungsfihigkeit des sich regenerierenden Knochens treffen zu
konnen, 3742077828398 115.136.157.207.245.362.36T) yje pildgebenden Verfahren bleiben,
trotz des Nachweises guter Korrelation z.B. von QCT zur Biomechanik, indirekte
Methoden zur Abschidtzung der mechanischen Belastbarkeit. Einer der ersten
biomechanischen Versuche zur Festigkeit verheilenden Knochens, die Messung der
relativen Bewegungen von Frakturfragmenten zueinander, stammt von Charnley
1965. Er stellte fest, dass vom Zeitpunkt der operativen Intervention an die
interfragmentéren Bewegungen immer kleiner wurden, d.h. die Verbindung der
Knochenenden immer steifer.*” Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurden
nachfolgend Methoden entwickelt, mit welchen bei konservativ behandelten
Tibiafrakturen die Auslenkung bzw. Verbiegung eines Knochens als Funktion der
applizierten Kraft gemessen werden konnte.*'**'® Der Nachteil dieser Methoden
ist jedoch, dass sie einen schmerzhaften invasiven Eingriff darstellen, der direkten
Knochenkontakt fordert oder aber aufgrund repetitiver Rontgenaufnahmen innerhalb
kurzer Zeit eine hohe Strahlenbelastung implizieren. Sie erfordern z.T. die
Applikation von Lokalanésthesie und sind nur bei konservativ therapierten Frakturen
anwendbar. Jedoch kann mit diesen Methoden eine Grenze bestimmt werden, ab der
ein heilender Knochen als “stabil“ gilt und eine Vollbelastung toleriert.
Abweichungen vom normalen Heilungsverlauf koénnen als Hinweis auf eine
eventuelle Pseudarthrosenbildung gewertet werden.

Biomechanische Verfahren mit Fixateur externe:

Die breite Anwendung des Fixateur externe vor allem in den 70er und 80er Jahren
bei Frakturen der langen RoOhrenknochen, sowie dessen Applikation bei der
Distraktionsosteogenese, lieB mehrere Autoren versuchen, die biomechanischen
Verdnderungen des heilenden Knochens direkt iiber diese externe Vorrichtung zu

erfassen. %4

Bei diesem Osteosyntheseverfahren werden die mechanischen
Belastungen, welcher der Knochen aufnimmt, zumindest zum Teil perkutan iiber das
Fixateurgestell vom Knochen nach auflen geleitet und distal von der Fraktur oder
Defektzone wieder eingeleitet. In biomechanischen Studien wird die Steifigkeit des
Knochens entweder "indirekt" {iber die Deformation des Fixateur externe erfasst oder

"direkt" iiber die feste Pin-Knochenverbindung gemessen. Die vielfdltigen
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Messmethoden, welche darauf basierend entwickelt wurden, unterscheiden sich vor
allem durch die Methoden der Signalaufnahme und —weiterleitung. So wurden

Induktionsspulen®*, mechanische Mikrometer'*>7*-1#8191) Dehnungs-

(82,373) (115,293,324)

messstreifen und Goniometer eingesetzt. Zur Signaltransduktion

kamen neben transkutanen Dridhten und an den Fixateur mit Messzelle

(188-191) Bei den

angeschlossene Kabel auch die Telemetrie zum Einsatz.
aufwendigeren Experimenten erfolgte die Validierung an dem ‘“gold standard*
Materialtestmaschine.” Nachteilig sind die Beschrinkung der Messmethoden auf
z.T. typenspezifische Messanordnungen. Auch stellt das Einleiten einer definierten
Kraft in den Knochen und somit in das Konstrukt ein Problem dar, welches
beispielsweise in einer Versuchsreihe mittels einer modifizierten Haushaltswaage
gelost wurde.®® Zum tiberwiegenden Teil kann die Messung der Pinbewegung nur in
einer Ebene erfolgen. Zudem ist die Weiterverarbeitung der Messdaten bei manchen
Versuchsreihen sehr komplex, unter anderem kommen Finite Elemente Methoden
zum Einsatz.*> Der groBte Nachteil vieler dieser Methoden ist jedoch die
Notwendigkeit der Entfernung oder Dynamisierung des Fixateur externe mit der
Gefahr einer Achsenfehlstellung des Knochens nach Wiederanlage des Fixateurs
oder Schidigung der Frakturheilungszone. Auch hat die Lockerung der Pin-
Knochenverbindung einen signifikanten Einfluss auf die Messungen.®"” Als
vorteilig hat sich bei den verschiedenen Untersuchungen herausgestellt, wenn die
Messeinheit abnehmbar ist, der Fixateur externe belassen werden kann und somit
Messungen relativ zeitsparend an verschiedenen Patienten durchgefiihrt werden

kénnen, 27

Kommerzielle  Anwendung  erfuhr unter anderem  die
Weiterentwicklung der Methode von Churches et al.** durch Evans, Richardson und
Shah. ('*#%32) Das System ist an allen unilateralen Fixateuren einsetzbar und
kommerziell unter dem Namen “Orthometer (Orthofix, Bussolengo, Italien)
erhéltlich. Nach Messungen an 212 Patienten mit dieser Methode postulierten
Richardson et al. einen Grenzwert fiir die Heilung von Tibiafrakturen.**® In einer
weiteren Arbeit wurde die Reproduzierbarkeit und die Genauigkeit dieses Verfahrens
anhand von 1800 Messungen bei 50 Patienten tliberpriift und die Fehlerquellen der
Methode genauer evaluiert.!'¥ Dieses nicht-invasive Verfahren wurde auch an der
Distraktionsosteogenese eingesetzt.'® Nach dem Erreichen vorher definierter

Grenzwerte erfolgte die Demontage der Fixateure, die Heilungsdauer konnte aus dem

Verlauf der Steifigkeitszunahme extrapoliert werden. Trotz der demonstrierten
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klinischen Einsetzbarkeit ist auch diese Methode noch mit gravierenden Nachteilen
und vielfiltigen Fehlerquellen behaftet. Geringe Anderungen der Beinrotation oder
der Platzierung des Goniometers bewirken signifikante Anderungen der
Messwerte.'' Der entscheidende Nachteil besteht jedoch darin, dass, wie oben
bereits angemerkt, der Fixateur externe entfernt werden muss. Eine klinisch
applizierbare Messmethode ohne Fixateurdemontage stellt die Messung der
Steifigkeit der heilenden Fraktur mit dem sogenannten Fraktometer dar (Fraktometer
FM 100, Hug, Freiburg i. Breisgau).®” Diese Messeinheit gibt die Belastung wieder,
welche Ttiber den Fixateur aufgenommen wird; damit konnten an 100
Tibiaschaftfrakturen charakteristische Heilungsverldufe dargestellt werden.®” Diese
Messeinheit ist jedoch bisher nur an monolaterale Fixateure adaptierbar und eignet

sich somit nicht fiir eine Messung am Ring- oder Halbringfixateur.

1.4  WISSENSCHAFTLICHE FRAGESTELLUNG

Wie oben dargestellt, ist die Distraktionsosteogenese eine langwierige Methode,
welche den Patienten eine hohe Compliance abverlangt. Bei vielen Fillen, in
welchen sie eingesetzt wird, stellt sie die ,,ultima ratio* dar, welche eine Amputation
vermeiden ldsst. Mit der Lénge der Tragezeit des Fixateurs nehmen jedoch
Komplikationen wie Pininfekte zu und die Leidensfahigkeit der Patienten ab. Somit
ist es sinnvoll nach Moéglichkeiten zur Beschleunigung der Distraktionsosteogenese
zu suchen. Ein weiterer Forschungsbedarf besteht hinsichtlich der Steuerung und
Bestimmung des Endpunktes des Verfahrenes mittel nicht-invasiver (bildgebender
oder biomechanischer) Methoden. Die rechtzeitige (mdglichst frithzeitige)
Entfernung des Fixateur externe ohne Refrakturen oder eine Achsendeviation in
Kauf zu nehmen, ist ebenso ein allfédlliges klinisches Problem wie die rechtzeitige
Erkennung von  Komplikationen = wie z.B.  Regeneratversagen  oder
Achsenabweichung. Basierend auf den vorangegangenen Untersuchungen zur
Wirkung von Wachstumshormon auf die Frakturheilung und die bisherigen
Erkenntnisse zum Monitoring der Frakturheilung und Distraktionsosteogenese

wurden folgende Fragen formuliert:

31



1. Kann systemisch appliziertes Wachstumshormon (GH) die Konsolidierung

des Regenerates bei der Distraktionsosteogenese beschleunigen ?

2. Welche histologisch/histomorphometrisch fassbaren Verdnderungen im
Regenerat (bzw. Kallus) bewirkt GH ? Hat GH einen negativen Effekt auf die
Kallusmorphologie ?

3. Lasst sich ein eventuell stimulierender Effekt des Wachstumshormons an den

serologischen Knochenumbauparametern ablesen ?

4. Wie wirkt sich die Applikation von Wachstumshormon bei sonst gesunden

Tieren auf die Parameter der GH/IGF1 Achse aus ?

5. Lassen sich anldsslich der Versuche neue in-vivo Messmethoden zum

biomechanischen Monitoring der Regeneratkonsolidierung evaluieren ?

6. Lassen sich die eventuellen  Unterschiede  hinsichtlich  der
Regeneratkonsolidierung zwischen den GH-behandelten Tieren und den

Kontrolltieren in-vivo mittels bildgebender Verfahren nachweisen ?

7. Lassen sich die eventuellen  Unterschiede  hinsichtlich  der
Regeneratkonsolidierung zwischen den GH-behandelten Tieren und den

Kontrolltieren in-vivo mittels biomechanischer Messmethoden nachweisen ?

Wie einleitend dargestellt, ist es fir die Wirkung von GH wichtig, dass
Wachstumshormon einer “hdher entwickelten Spezies® bei einer ‘“niedriger
entwickelten Spezies* appliziert wird. So wurde in bisherigen Tierversuchen zumeist
humanes oder bovines GH an Nagetieren eingesetzt. Es bleiben jedoch Zweifel, ob
artfremdes GH mit Sicherheit eine Wirkung entfalten kann. Insbesondere ist, wie
ebenfalls oben angefiihrt, die Frage der Antikdrperentwicklung gegen artfremdes GH
noch nicht gekléirt.(73’235’353’386’389’390) In dem hiufig zitierten Versuch von Carpenter
et al,, in welchem systemisch appliziertes humanes GH keinen EinluB8 auf die
Frakturheilung hat, blieb ein IGF-I Anstieg im Serum aus.”* Somit war es nach
Ansicht des Autors flir den vorliegenden Versuch von besonderer Wichtigkeit, dass
spezies-spezifisches (homologes) Wachstumshormon appliziert wird. Zum Zeitpunkt
des Versuchsbeginns, lag dieses fiir das Schwein, fiir die Ratte und fiir das Rind vor.
Aufgrund seiner GréBe schied das Rind als Versuchstier aus. Die Ratte ist zwar in
vielen Versuchen zur Frakturheilung als Versuchstier verwendet worden, hat jedoch

mehrere  Nachteile. Erstens gelingt es bei der Ratte kaum, extreme
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Frakturheilungsbedingungen zu erzeugen, Frakturen bei Ratten heilen signifikant
different zum Menschen unter nahezu allen Versuchsbedingungen. Zum zweiten
folgt der Gabe auch von homologem GH bei Ratten nicht immer eine IGF-I-
Erhohung. Letztere scheint beim Menschen jedoch Voraussetzung fiir die Entfaltung
einer systemischen GH-Wirkung zu sein. Zum dritten sind die Dimensionen an den
Rattenextremititen = zu  gering, um ein  in-vivo  Monitoring  der
Regeneratkonsolidierung durchzufiihren, wie es in den vorliegenden Versuchen
geplant war. Ebenso sollte hinsichtlich der bildgebenden Verfahren mit klinisch
eingesetzten Gerdten gearbeitet werden, was entsprechende Anforderungen an die
Dimensionen des Versuchstieres stellt. Da diese Voraussetzungen beim Schwein

erfiillt schienen, wurde dieses als Versuchstier gewdhlt.

Bis zu diesem Zeitpunkt fehlte jedoch die Beschreibung eines porcinen Modells der
Distraktionsosteogenese. Aufgrund der verhiltnisméaBig langen Extremititen und der
gut handhabbaren KorpergroBBe fiel die Wahl des Versuchstieres auf das Yucatan
Minischwein (Yucatan Micropig®).

Fiir einen notwendigen Vorversuch stellten sich daher folgende Fragen:

1. Lésst sich am Minischwein eine Distraktionsosteogenese durchfiihren ?
2. Welche Distraktionsgeschwindigkeit ist beim Minischwein die optimale ?

3. Lassen sich die vorgesehenen Methoden zum in-vivo Monitoring der

Frakturheilung am Minischwein durchfiihren ?

4. Reagiert das von uns gewéhlte Versuchstier auf die GH-Applikation mit einer

IGF-I Erh6hung (d.h. ist die GH — IGF-I Achse intakt) ?

5. Entfaltet GH eine Wirkung auf das Skelett, welche sich an den

Knochenumbauparametern im Serum ablesen ldsst ?
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2 Experimentelle Untersuchungen

2.1 DIE ENTWICKLUNG EINES PORCINEN MODELLES DER
DISTRAKTIONSOSTEOGENESE

2.1.1 HISTOLOGISCHE UND BIOMECHANISCHE ANALYSE
DIFFERENTER DISTRAKTIONSGESCHWINDIGKEITEN

Die Distraktionsosteogenese wurde in tierexperimentellen Studien bisher
hauptsichlich an Schafen, Hunden und Nagetieren durchgefiihrt.(!”2!!17>-180:206.
211223.24736537538) e Griinde fiir den Einsatz der Distraktionsosteogenese am
porcinen Modell sind oben bereits erwdhnt worden (siche 1.4.). Zudem bestehen
gemil weniger Veroffentlichungen hinsichtlich der Frakturheilung und den
endokrinen Rhythmen beim Schwein &hnliche Verhéltnisse im Vergleich zum

Menschen.1¢734%34®)  Eg

wurde von wuns ein porcines Tiermodell der
Distraktionsosteogenese entwickelt und die Frage gestellt, ob sich mit dem
gewidhlten Versuchsmodell eine Kallotasis durchfithren ldsst und ob sich die
bisherigen Kenntnisse iiber die Ossifikationsvorgéinge in der Distraktionszone
bestdtigen oder sogar erweitern lassen. Zusitzlich sollte analog zu einem “critical
size defect” Modell bei der sekundédren Frakturheilung die Distraktionsosteogenese
unter “Extrembedingungen‘ untersucht werden. Dies erfolgte in der Annahme, dass
die  Wirksamkeit eines Medikamentes, welches moglicherweise  die

Regeneratkonsolidierung beschleunigt, am ehesten an einem “Critical Size Defect®

Modell iiberpriifbar ist.
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Paper 1:

Bail HJ, Kolbeck S, Schaser K-D, Krummrey G, Raun K, Windhagen HJ, Raschke
MIJ: Distraction osteogenesis in a micropig animal model. Osteologie, 12(1): 12-22.

2003
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Es konnte gezeigt werden, dass mit dem gewihlten Fixationssystem am Minischwein
eine Kallusdistraktion durchgefiihrt werden kann. Die beobachteten Inseln
chondraler Ossifikation lassen eine temporire Instabilitdt im Regenerat vermuten,
konnen jedoch bei kurzer Konsolidierungszeit in Gruppe III auch als "normale"
Ossifikationsform  gesehen  werden, welche entsprechend bei ldngerer
Konsolidierungszeit (Gruppe 1) wieder verschwindet. Die vom Periost und Endost
ausgehende Regeneratformation weist auf eine Schadigung der kortikalen
Knochenenden durch die oszillierende Sédge hin und betont die Wichtigkeit der
periostalen Integritit. In der Gruppe III findet sich trotz der extremen
Versuchsbedingungen histologisch und histomorphometrisch kein Hinweis auf ein
Regeneratversagen. Dies weist auf die aulergew6hnlich hohe osteogene Potenz des

Versuchstiers Yucatan Minischwein hin.

2.1.2 SEROLOGISCHE AUSWIRKUNG DER GH-GABE IM
VORVERSUCH

In einer Anzahl von Studien wurden Hinweise auf einen anabolen Effekt von GH in
Knochengewebe gefunden. So konnte beispielsweise in Zellkulturen nachgewiesen
werden, dass GH zu einer erhohten IGF-I Synthese der Osteoblasten flihrt (siehe
1.2.4).%*” Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Osteocalcinsynthese®, die
Aktivitit der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase®®'”, die Kollagen Typ I

Produktion'! %4

und die Mitoserate der Osteoblasten durch die Zugabe von GH
gesteigert wird (siche 1.2.4 und 1.2.5). IGF-I ist unabhingig von GH in der Lage die
Differenzierung und Replikation der Pri-Osteoblasten zu beschleunigen und hat
ebenso wie GH die Fahigkeit, Osteoblasten zur erhdhten Produktion von
Matrixproteinen zu stimulieren (z.B. Prokollagen Typ I). Weitere Studien haben
gezeigt, dass IGF-I auch modulierend auf die Funktion der Osteoklasten wirkt (siche
1.2.5).") Bis zum damaligen Zeitpunkt war noch nicht nachgewiesen worden, ob
die Gabe von Wachstumshormon in einem Groftiermodell der Knochenheilung in
einer Erhohung der IGF-I Produktion resultiert. Auch musste nachgewiesen werden,
dass bei Yucatan Micropigs® keine Storung der GH-IGF-I- Achse vorliegt, welche
bisher als mdgliche Ursache fiir die Kleinwiichsigkeit dieser Rassen noch nicht
wissenschaftlich untersucht und ausgeschlossen war. Ebenso wurde der Einfluss von

GH auf den Knochenmetabolismus in einem solchen Modell noch nicht
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nachgewiesen. Es wurde daher ebenfalls in einem Vorversuch an fiinf
Minischweinen die Auswirkung der GH-Applikation auf die Serum-Spiegel von
gesamten und freien IGF-I, sowie der Knochenumbauparameter ICTP
(Knochenresorption) und b-ALP (Knochenformation) bestimmt. Letztere Parameter
fanden Verwendung, da die zur Verfligung stehenden kommerziellen Essays auch am

Minischwein anwendbar waren.
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Paper 2:

Bail H, Windhagen H, Dahne M, Lindner T, Kolbeck S, Raschke M: Systemic
application of growth hormone (GH) increases serum bone turnover markers in

distraction osteogenesis of micropigs Advances in Tissue Banking, 1: 147-155, 1997
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Die hohen Serumspiegel von IGF-I und freiem IGF-I bei den GH behandelten Tieren
zeigten, dass die GH-IGF-I Achse bei diesen Micropigs intakt ist. Somit liegt bei
dem Tiermodell kein Wachstumshormonrezeptordefekt vor. Ebenso konnte ein
deutlicher Einfluss von GH sowohl auf Knochenresorption als auch —formation
nachgewiesen werden. Dieser deutliche Effekt {libersteigt weit den in anderen Studien
gezeigten Einfluss des heilenden Knochens per se auf Knochenumbaupara-
meter.&1841852243) Aphand dieser Studie konnte nicht zwischen dem lokalen und
dem systemischen Effekt des Wachstumshormons unterschieden werden. Obwohl
zur Beurteilung einer Signifikanz die Fallzahl in dieser Vorstudie zu gering war,
konnte nachgewiesen werden, dass das Modell der Distraktionsosteogenese am
Micropig sowohl beziiglich der GH-IGF-I-Achse als auch beziiglich des
Knochenmetabolismus von GH deutlich beeinflussbar ist. Von dieser Seite aus
erfiillte somit das gewdhlte Tiermodell die Voraussetzungen fiir eine groBer

angelegte Studie.
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2.1.3 DIE ENTWICKLUNG EINER IN-VIVO MESSMETHODE DER
REGENERATSTEIFIGKEIT

Wie oben angefiihrt, fehlen in der klinischen Anwendung geeignete Methoden, die
biomechanische Belastbarkeit eines verheilenden Knochens zu {iberpriifen (siehe
1.3). Dies ist besonders bei der Distraktionsosteogenese ein grofles Problem, da
aufgrund der Komplikationen, welche bei einer {iber einen langen Zeitraum
bestehenden externen Fixation auftreten, ein frithestmoglicher Zeitpunkt des
Fixateurabbaus anzustreben ist. Darliber hinaus wire ein pridzises Monitoring des
Heilungsverlaufes, also der Festigkeitszunahme im Regenerat erstrebenswert. Zudem
soll, wie oben angefiihrt, innerhalb der vorliegenden Versuche die Zunahme der “in-
vivo“-Belastbarkeit gemessen werden, um einen moglichen Einfluss des
Wachstumshormons auf die Regeneratkonsolidierung zuverldssig zu erkennen.
Bisherige in-vivo Messmethoden zeigten deutliche Nachteile in ihrer klinischen
Einsetzbarkeit: zumeist musste der Fixateur tempordr gelockert werden mit dem
Risiko, eine Achsabweichung des betreffenden Knochens zu verursachen (siche
1.3.4).%2%%) Eg wurde daher im vorliegenden Versuchsvorhaben ein Messsystem
entwickelt, welches die in-vivo Steifigkeit des heilenden Regenerates messen kann.
In einem Vorversuch erfolgte anhand von Knochenmodellen die Validierung gegen

den “gold standard* einer Materialtestmaschine.
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Paper 3:
Windhagen H, Bail H, Schmeling A, Kolbeck S, Weiler A, Raschke M: A new

device to quantify regenerate torsional stiffness in distraction osteogenesis. J

Biomech, 32(8):857-60, 1999
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Die Vorstudie an den Knochensimulationsmodellen zeigte fiir die Messungen mit
dem neu entwickelten System innerhalb eines Steifigkeitsbereiches von 0,3 bis 3,0
Nm/° eine gute Genauigkeit von 9,8%. Unter- und oberhalb dieses Bereiches
verschlechtert sie sich deutlich (177% bzw. 21%). Das Messzwingensystem zeigt
eine gute Wiederholungsgenauigkeit, die gemessene Prizision liegt bei 3,6% mit
einer Standardabweichung von +1,35%. Im Vergleich dazu betridgt die Prizision der
Materialtestmaschine 1,8% bei einer Standardabweichung von +1,19%. Im Versuch
konnte gezeigt werden, dass die neue Messmethode im Vergleich mit der Material-
testmaschine mit guter Reproduzierbarkeit und Prézision die torsionale Steifigkeit
eines Knochenmodells bestimmen lisst. Entsprechend diesem Ergebnis erfolgte die
Weiterentwicklung der Messvorrichtung und des Fixateurs und der Einsatz am

Tiermodell.

2.2 DIE VALIDIERUNG DER BIOMECHANISCHEN UND
BILDGEBENDEN MESSMETHODEN BEI DER
DISTRAKTIONSOSTEOGENESE AM MINISCHWEIN

2.2.1 VALIDIERUNG DER DLR-MESSUNG

Als klinischer Standard werden nach wie vor Rontgenaufnahmen bei der
Distraktionsosteogenese eingesetzt, um die Rate neu formierten Knochens und die
Verheilung zu beurteilen, obwohl bekannt ist, dass Rontgenbilder hierfiir nicht
sensitiv genug sind (siehe 1.3). Wie oben beschrieben, bringt die DLR einige
Vorteile gegeniiber dem konventionellen Rontgen mit sich (siehe 1.2.1). Diese liegen
vor allem im breiteren Wellenléngenspektrum, der linearen Reaktion des Detektors
auf die Rontgenstrahlung, der verbesserten Detektionseffezienz und der Mdoglichkeit
zur digitalen Bildverarbeitung begriindet."**"*” Aufgrund dieser Vorteile wurde
unter Verwendung der DLR mittels einer, auf einem Vergleichsphantom aus
Aluminium basierenden, Vermessung des Regenerates erneut versucht, an Hand
eines bildgebenden Verfahrens, Aussagen zur biomechanischen Stabilitit eines

heilenden Knochens zu treffen.
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Paper 4:
Kolbeck S, Bail H, Weiler A, Windhagen H, Haas N, Raschke M.

Digital radiography. A predictor of regenerate bone stiffness in distraction

osteogenesis. Clin Orthop, (366):221-8, 1999
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Die auf der DLR basierende und mittels Aluminiumphantom erhobenen Werte
erlauben eine gute Vorhersage der torsionalen Belastbarkeit des Distraktions-
regenerates. Diese Methode kann somit im weiteren Ablauf der Untersuchungen
dafiir herangezogen werden, den eventuellen FEinfluss von GH auf die
Regeneratverheilung nachzuweisen. Seitens der Verfligbarkeit und Praktikabilitdt
eroffnet die quantitative Auswertung der DLR (v.a. im Vergleich mit dem QCT)
neue Perspektiven zur Verbesserung der klinischen Stabilitdtsvorhersage

konsolidierender Regenerate bei der Distraktionsosteogenese.

2.2.2 VALIDIERUNG DER ULTRASCHALLMESSUNG UND DER QCT

Ultraschalluntersuchungen wurden bereits in den frithen 90er Jahren als Methode zur
klinischen Verlaufsuntersuchung bei der Distraktionsosteogenese empfohlen (siche
1.3.2).M719257 Bisher erfolgte jedoch noch keine Untersuchung, ob
Ultraschalluntersuchungen einen pradiktiven Wert fiir die mechanische Belastbarkeit
des Regenerates bei der Distraktionsosteogenese haben. Als Vergleichsmessung
wurde die Bestimmung des sog. Hydroxylapatit (HA)-Aquivalents mittels QCT
durchgefiihrt. Wie oben angefiihrt, wurde bereits in einigen Studien in
unterschiedlichen Versuchsanordnungen die Wertigkeit CT-basierter Messungen im
Hinblick auf die Vorhersage der Stabilitdtsverhdltnisse im Distraktionsregenerat und
im Frakturkallus iiberpriift (siche 1.3.3).(13232424335%339) Allgemein wird die QCT
als die radiologische Methode mit der stirksten Vorhersagekraft der
biomechanischen Belastbarkeit bei heilenden Tibiafrakturen und distrahierte Tibiae
betrachtet."? Nur eine dieser Studien verglich jedoch bei der
Distraktionsosteogenese die mittels QCT ermittelte Mineralisationsdichte direkt mit
biomechanischen Messungen. Fiir das in der vorliegenden Studie neu entwickelte
Tiermodell der Distraktionsosteogenese am  Yucatan Micropig mittels
Halbringfixateur ist aufgrund nicht vergleichbarer Versuchsbedingungen (u.a.
torsionale mechanische Testung im Gegensatz zur Dreipunkt-Biege-Belastung in
anderen Studien) erneut die Vorhersagekraft QCT-basierter Mineralisations-
dichtemessungen im Hinblick auf die biomechanischen Eigenschaften des

Distraktionsregenerates iiberpriift worden.
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Paper S:
Bail HJ, Kolbeck S, Krummrey G, Weiler A, Windhagen HJ, Hennies K, Raun K,
Raschke M1J: Ultrasound can predict regenerate stiffness in distraction osteogenesis.

Clin Orthop, (404): 362-7, 2002
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Sowohl die auf der Eindringtiefe des Ultraschallsignals basierenden Werte als auch
die Bestimmung des HA-Aquivalentes mit QCT erlauben eine gute Vorhersage der
torsionalen Belastbarkeit des Distraktionsregenerates. Beide Methoden konnen somit
herangezogen werden, den eventuellen Einfluss von GH auf die Regeneratverheilung
nachzuweisen. Das QCT liefert von den bildgebenden Verfahren iibereinstimmend
mit der Literatur die beste Korrelation und kann im experimentellen Bereich somit
als “gold standard” der Bildgebung bezeichnet werden. Seitens der Verfligbarkeit,
Praktikabilitdit und der Untersuchungskosten eroffnet die Ultraschallmessung
zumindest in der Anfangsphase der Verheilung eine interessante Alternative zur

klinischen Einschétzung der Regeneratstabilitit bei der Distraktionsosteogenese.

2.2.3 VALIDIERUNG DER IN-VIVO STEIFIGKEITSMESSUNG

Nachdem die Messgenauigkeit der neu entwickelten Messanordnung und die
Reproduzierbarkeit der Messungen gezeigt wurde (siehe 2.1.3), sollten die
Messungen der in-vivo Steifigkeit im Tierversuch ermdglichen, einen eventuellen
Einfluss von GH auf die Konsolidierung des Regenerates festzustellen. Um die
Verwertbarkeit der in-vivo Messungen zu {iiberpriifen, musste zunichst die
Validierung der neuen Methode am Tiermodell durchgefiihrt werden. Um die Zahl
der Versuchstiere moglichst niedrig zu halten, erfolgte diese Analyse im gleichen
Versuch wie die Uberpriifung des GH-Einflusses. Hierfiir wurden die in-vivo
Messungen der torsionalen Steifigkeit am Tag der Regeneratexplantation mit den

post-mortem Messungen in der Materialtestmaschine korreliert.
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Paper 6:

Windhagen H, Kolbeck S, Bail H, Schmeling A, Raschke M: Quantitative
assessment of in vivo bone regeneration consolidation in distraction osteogenesis. J

Orthop Res, 18(6):912-9, 2000
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Der Fixateur in Verbindung mit dem Messhandgriff konnte im vorliegenden
Experiment seine Praktikabilitit unter Beweis stellen. Es trat kein Malalignment in
Folge der in-vivo Messung auf. Der hohe Determinationskoeffizient (r?) von 0.82 im
Vergleich der post-mortem Messung zeigte eine sehr gute Anwendbarkeit des
Melsystems im vorliegenden Tierexperiment. Basierend auf diese Analyse, wurden
die in-vivo gemessenen Steifigkeitswerte zwischen der Placebo und GH-Gruppe
verglichen (siehe 2.3.3). Die breite Streuung der Steifigkeiten der explantierten 24
distrahierten Tibiae erlaubte die Aussage, dass sowohl sehr instabile, als auch nahezu
verheilte Regenerate messtechnisch erfasst werden konnten. Aufgrund der
unterschiedlichen individuellen Weichteilverhiltnisse und niemals absolut analoger
Fixateurmontage bei jedem Tier muss jedoch einschrinkend angemerkt werden, dass
ein Vergleich eines absoluten Steifigkeitswertes eines Regenerates mit dem bei
einem anderen Individuum nicht erlaubt ist. Dem entsprechend erfolgte bei der
Analyse der GH-Wirkung auf die Distraktionsosteogenese der Vergleich der
Steifigkeitszunahmen, basierend auf einer Messung am Operationstag (siche 2.3.3).
Zusiatzlich gelten die Aussagen zur Messgenauigkeit nur fiir das Gesamtmodell
Rotationsfixateur mit Messhandgriff und Distraktionsosteogenese am Yucatan

Micropig (siehe 3.2.4).

48



2.3  DIE WIRKUNG VON GH AUF DIE
DISTRAKTIONSOSTEOGENESE AM MINISCHWEIN ZUR
BESCHLEUNIGUNG DER REGENERATKONSOLIDIERUNG

2.3.1 DIE VERANDERUNG DER BONE-TURNOVER-PARAMETER
UND DER SERUMPARAMETER DER GH-IGF-I-ACHSE DURCH
DIE APPLIKATION VON GH

Die deutliche Beeinflussung sowohl des IGF-I — Spiegels im Serum als auch die
Beeinflussung der Knochenumbauparameter b-ALP und ICTP konnte im Vorversuch
gezeigt werden. Zum einen war auf Grund der zu geringen Fallzahl und der daraus
resultierenden fehlenden Signifikanz die Aussagekraft des Vorversuches reduziert.
Zum anderen wurde die Rolle der IGF-Bindungsproteine nicht beleuchtet. Auch
sollte in dem nachfolgenden Versuch analysiert werden, ob die Wirkung von GH auf

die Boneturnover-Parameter durch IGF-I und seine Bindungsproteine reguliert wird.
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Paper 7:

Bail HJ, Kolbeck S, Lindner T, Dahne M, Weiler A, Windhagen HJ, Raun K,
Skjaerbaek C, Flyvbjerg A, Orskov H, Haas NP, Raschke MJ: The effect of growth
hormone on insulin-like growth factor I and bone metabolism in distraction

osteogenesis. Growth Horm IGF Res, 11(5): 314-23, 2001
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Die systemische Gabe von rekombinantem GH bewirkt in unserem Modell in-vivo
eine Stimulation der Osteoblastenaktivitit. Es besteht ein linearer Zusammenhang
zwischen dem IGF-I Serumspiegel und der Aktivitit an b-ALP im Serum. Die
Korrelation zwischen der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase und dem
freien — biologisch aktiven — IGF-I ist noch deutlich héher. Dies weist den IGF-
Bindungsproteinen, welche die Menge an freiem IGF-I determinieren, eine
regulierende Rolle bei der Vermittlung des Wachstumshormoneffektes zu. Die
Stimulation der Knochenresorption scheint in der  Frithphase der

Distraktionsosteogenese keine Rolle zu spielen.

2.3.2 NACHWEIS DER OSSIFIKATIONSBESCHLEUNIGUNG
ANHAND BILDGEBENDER VERFAHREN

Diese Daten sind bisher nicht publiziert und werden in den folgenden Abschnitten

fiir die einzelnen Messmethoden gesondert abgehandelt.

2.3.2.1 Digitale Luminiszenzradiographie
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Es erfolgte die Messung der sogenannten dquivalenten Aluminium Dicke (EAT)

nach der oben dargestellten Methode (siehe 2.2.1). Mittels einer Varianzanalyse fiir
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wiederholte Messungen (ANOVA) konnte iiber den gesamten Versuchsverlauf eine
signifikant hohere EAT fiir die mit GH behandelten Tiere nachgewiesen werden

(p<0.05).

2.3.2.2 Quantitative Computertomographie

0.9

0.8 Bl GH

0.7 B Kontrolle
HA in 0.6]

g/cm?

Mittels quantitativer Computertomographie wurde nach der oben beschriebenen
Methode in beiden Gruppen das sogenannte Hydroxylapatitiquivalent bestimmt
(siehe 2.2.2). Dieses lag fiir die GH-Gruppe signifikant iiber dem der Kontrollgruppe
(Mann-Withney-Test, p<0.05).
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2.3.2.3 Sonographie
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Die Messung der Eindringtiefe des Ultraschalls in der Mitte des Regenerates
erbrachte fiir die GH-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe iiber den Verlauf des
gesamten Versuches signifikant geringere Werte (Varianzanalyse fiir wiederholte
Messungen [ANOVA], p<0,05). Dies entspricht einem fortgeschrittenen
Heilungszustand in der Wachstumshormon-Gruppe. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen innerhalb der Gruppen konnte fiir diese Messmethode an

einzelnen Versuchstagen kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
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Die mittels Sonographie gemessene Breite der sog. “fibrous interzone* (siche 2.2.2)
zeigte keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Varianzanalyse fiir
wiederholte Messungen [ANOVA], n.s.). Dies entspricht der oben bereits
dargestellten Beobachtung, dass diese Messung kein valider Parameter fiir den

Verheilungszustand des Regenerates ist (siche 2.2.2).

2.3.3 BIOMECHANISCHE MESSUNGEN DER
REGENERATSTEIFIGKEIT UND -FESTIGKEIT

Diese Messungen sollten die “harten” Outcomeparameter zur Wirksamkeit der
systemischen Applikation von Wachstumshormon auf die Regeneratkonsolidierung
beim Yucatan Minischwein ergeben. Hierzu wurde die oben beschriebene torsionale
in-vivo Steifigkeit und die post-mortem mittels Materialtestmaschine erhobene
torsionale Steifigkeit und Festigkeit zwischen der hormonbehandelten und der

Kontrollgruppe verglichen.
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Paper 8:

Raschke MJ, Bail H, Windhagen HJ, Kolbeck SF, Weiler A, Raun K, Kappelgard A,
Skiaerbaek C, Haas NP: Recombinant growth hormone accelerates bone regenerate

consolidation in distraction osteogenesis. Bone, 24(2):81-8, 1999
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Diese Studie zeigt, dass die systemische Gabe von rekombinantem porcinem
Wachstumshormon die Regeneratkonsolidierung der Kallusdistraktion bei
Minischweinen enorm beschleunigt. Dieser Effekt konnte sowohl durch Ermittlung
der torsionalen Steifigkeit in-vivo im Verlauf der Konsolidierungsphase, als auch
durch die Bestimmung der torsionalen Steifigkeit und Versagenslast post-mortem
nachgewiesen werden. In dieser Studie wurde erstmalig der Einfluss von homologem

rekombinanten Wachstumshormon auf die Distraktionsosteogenese gezeigt.

2.3.4 HISTOLOGISCHE VERANDERUNGEN DES
DISTRAKTIONSREGENERATES DURCH DIE APPLIKATION
VON GH

Eine histologische Studie an frakturierten Rattentibiae hat gezeigt, dass unter GH -
Einfluss die Kallusstruktur lockerer ist und ein verspitetes Remodeling aufweist
(siche 1.2.4).%°” Gleichzeitig konnte nachgewiesen werden, dass der stimulierende
Effekt von GH besonders in der Frithphase der Frakturheilung eintritt. Dariiber
hinaus ist etabliert, dass GH vor allem chondrale Zellen zur Teilung und
Matrixproduktion stimuliert."*" Bis zum Zeitpunkt der vorliegenden Studien lagen
keine Untersuchungen zur Wirkung von GH auf Struktur und Kallusmenge bei der
Distraktionsosteogenese vor. Es wurde daher eine histomorphometrische Analyse an
den Regeneraten der distrahierten Tibiae durchgefiihrt, um festzustellen, ob die
Applikation von rekombinantem GH zu einer Beeinflussung von Kallusstruktur- und
menge fithrt. Weiterhin sollte {iberpriift werden, ob die gefundenen Verdanderungen

bereits in der Frithphase der Kallusdistraktion auftreten.
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Paper 9:

Bail HJ, Raschke MJ, Kolbeck S, Krummrey G, Windhagen HJ, Weiler A, Raun K,
Mosekilde L, Haas NP: Recombinant species-specific growth hormone increases

hard callus formation in distraction osteogenesis. Bone, 30(1): 117-24, 2002
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Die Daten der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass rekombinantes GH die
Knochenneubildung bei der Kallusdistraktion beschleunigt. Ubereinstimmend mit
der vorausgegangenen bereits mehrfach zitierten Untersuchung am Rattenmodell
zum Einflufl von GH auf den Kallus bei Tibiaschaftfrakturen, wirkt sich auch in der
hier présentierten Studie diese Stimulation besonders in der Frithphase der
Knochenheilung aus.®’” Im Gegensatz zur Untersuchung von Mosekilde et al.**”,
geht die Stimulation der Knochenformation nicht mit einer Verdnderung der

Kallusstruktur einher, sondern deutet auf eine Beschleunigung der Kallusreifung hin.
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3 Diskussion

3.1 TIERMODELL

Die erfolgreiche Durchfiihrung der Operation und Distraktion sowie die
histologischen Ergebnisse zeigten, dass eine Distraktionsosteogenese am
Minischwein vorgenommen werden kann. Die Tiere haben den Fixateur externe gut
toleriert, systemische Infekte traten nicht auf. Trotz des montierten Schutzschildes,
zweimal tiglicher Pinpflege und systemischer Antibiose traten jedoch Pin-Infekte
auf, welche teilweise zu Revisions-Operation fiihrten. Das Auftreten von Pin-
Infekten hatten zur Folge, dass routinemdBig bei allen Tieren nach der
Distraktionsphase die Festigkeit der Pins in Narkose iiberpriift wurden, um die
biomechanischen in-vivo Messungen nicht zu gefidhrden (siehe 3.3.3). In zwei
anderen Studien an Schafen mit Voll-Ring Ilisarov-Fixateuren und Draht-Fixation
heilten Pin-Infekte unter lokaler Behandlung, Revisions-Operationen waren nicht
erforderlich.***™ In einer weiteren Studie an Schafen, in welcher ebenfalls Schanz’
Schrauben zum Einsatz kamen, konnten keine Pin-Infekte beobachtet werden.®®
Eine Erkldrung fiir die signifikante Anzahl von Pin-Infekten im vorliegenden
porcinen Modell konnte der geringe Abstand der Pinstellen zum Stallboden sein.
Dagegen spricht, dass die infizierten Pins die proximalen waren. Es ist daher
wahrscheinlicher, dass die im Unterschied zu den Schafsmetatarsale volumindseren
Weichteile an der porcinen Tibia fiir die Pininfekte verantwortlich sind. Da diese an
der proximalen Tibia wesentlich dicker sind als an der distalen, wire dadurch das
dortige Auftreten der Pin-Infekte erklért. Trotzdem konnte an den Tibiae der
Minischweine eine erfolgreiche Distraktion durchgefiihrt werden, die histologisch
gemessene Distraktionsstrecke in Gruppe I (1 mm/Tag Distraktion) entsprach genau
der vorherberechneten Distanz. Starker Zug auf den Weichteilen konnte dafiir
verantwortlich sein, dass in Gruppe 3 (2 mm/Tag Distraktion) das Erreichen des
Distraktionszieles am weitesten verfehlt wurde. In vorangegangenen tierexperimen-
tellen Studien wurde 10% Verldngerung eines Knochens an den unteren Extremitéten
von den Weichteilen gut toleriert!”****) wihrend andere Studien histopatho-
logische Verinderungen nach 30%iger Verlingerung fanden.*°****) In der
aktuellen Studie reichte die Verlangerungsstrecke von 8% in Gruppe I bis 16% in
Gruppe III. Die tigliche Verlangerungsrate in Gruppe II (1,5 mm) und Gruppe III (2

mm) Ubertrifft alle bisher dokumentierten experimentellen und klinischen
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Distraktionsgeschwindigkeiten. Bei Méusen, Ratten und Kaninchen wird eine Rate
von 0,5 mm/Tag als adiquat betrachtet.?""'***') Bei Ziegen werden 0,75 mm/Tag

beschrieben®®>

, wihrend Ilizarov an Hunden zeigte, dass 1 mm/Tag Distraktion das
beste Regenerat formiert."”> In der aktuellen Untersuchung ergeben die in-vivo
Féarbungen, dass alle Gruppen eine Kallusformation schon in der Distraktionsphase
zeigen, in Gruppe I war die Distraktionsstrecke am Ende der Distraktionsphase
bereits kndchern durchbaut. Unter vergleichbaren Bedingungen konnte bei anderen
Tiermodellen mittels Histologie, QCT oder DEXA friihestens zehn Tage nach Ende
der Distraktion kalzifiziertes Gewebe im  Distraktionsspalt gefunden

Werden.(12’13’19’116’245)

Die histologischen Préparate der Gruppe II zeigen Regenerate, welche teilweise
iberbriickt sind, ebenso finden sich in Gruppe III keine histologischen Zeichen fiir
ein Regeneratversagen. Zum grof3ten Teil ldsst sich bei der histologischen Befundung
der Regenerate von Gruppe II und III intramembrandse Ossifikation nachweisen wie
sie auch von anderen Untersuchern flir die Distraktionsosteogenese beschrieben
wurde,10LBLIT201350) 11y Gegensatz dazu zeigt die Gruppe I einen polymorphen
Kallus wie er eher fiir die sekundire Frakturheilung beschrieben wird. Dies konnte
mit der langen Konsolidierungszeit in dieser Gruppe zusammenhéngen (25 Tage vs.
15 Tage in Gruppe II und 10 Tage in Gruppe III), welche dem Kallus wesentlich
mehr Zeit zum Remodeling gibt. Diese Annahme wird durch die Beobachtung
gestiitzt, dass die kortikalen Knochenenden der Gruppe I ein deutlich fort-
geschrittenes Remodeling im Vergleich zu den anderen Gruppen zeigten. Das
Auftreten von Knorpel im Distraktionsspalt wird weithin als Zeichen fiir Instabilitit
und dem Auftreten von exzessiven Scherkriften betrachtet.*” In der von uns
gewdhlten Versuchsanordnung konnte das Auftreten von Knorpelinseln im
Regenerat mit einer eventuellen Instabilitdt des Halbringfixateurs zusammenhéngen.
Zusétzlich passt die erhohte Menge an knorpeligem Gewebe in der Gruppe mit 2 mm
Distraktion am Tag zur Beobachtung anderer Untersucher, die feststellten, dass eine
hohe Distraktionsgeschwindigkeit die Knorpelsynthese begiinstigt.'*” Andererseits
wurde die sog. transchondrale Ossifikation bei der Distraktionsosteogenese
beschrieben, bei welcher Chondrozyten direkt zu Osteoblasten transformieren und
signifikant zur Knochenmatrixformation beitragen.®® Somit kénnten gemiB dieser
Theorie die im vorliegenden Versuch beobachteten knorpeligen Areale ein

“normales” Phianomen darstellen.
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Die in-vivo Farbungen zeigen im Unterschied zu anderen Studien, dass sich der
Kallus in der vorliegenden Untersuchung nicht primdr von der Oberfliche der
Knochenenden, sondern vom Periost und Endost ausbildet."'>'*'"> Im Gegensatz zu
den anderen Untersuchungen, in welchen eine Kortikotomie durchgefiihrt wurde,
konnte in der vorliegenden Studie die Verwendung einer oszillierenden Sige den
kortikalen Knochen thermisch geschidigt haben."?” Wihrend die Technik der
Kortikotomie von Ilizarov und seinen Mitarbeitern stets gefordert wurde!!”>!73%%),
konnten andere Untersucher zeigen, dass die Nutzung einer oszillierenden Sdge und
die Durchfiihrung einer Osteotomie zu gleichwertigen Ergebnissen flihren
kann.">131%12) Ungere Studie bestitigt, dass ein potentes Regenerat auch vom
Periost und Endost alleine gebildet werden kann. Dies zeigt — wie auch schon von
anderen Autoren postuliert - die Wichtigkeit, die periostale Integritdt zu erhalten und

gef. wiederherzustellen.!!*!%101 211252381 B

der Diskussion der vorliegenden
Untersuchungen gilt es zu beriicksichtigen, dass die Anderung von jeweils zwei
Parametern von Gruppe zu Gruppe die einzelne Diskussion des Einflusses von
Standzeit und Distraktionsgeschwindigkeit auf die Histologie des Regenerates nicht
erlaubt. Vielmehr sollte die vorliegende Studie die histologischen und
biomechanischen Verdnderungen bei einer Distraktionsosteogenese unter zunehmend

“extremen® Bedingungen zeigen.

Die vorliegende Studie zeigte, dass eine Distraktion der Tibia am Minischwein
durchgefiihrt werden kann. Die von uns verwendeten Tiere zeigten eine
auBerordentlich hohe osteogene Potenz mit einer linearen Knochenformation von
1000 um pro Tag, wihrend die bisher schnellste dokumentierte Formationsrate 400
um pro Tag betrigt.">'” Insgesamt zeigte sich, dass sich am Minischwein eine

zuverldssige und reproduzierbare Distraktionsosteogenese durchfiihren lésst.
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3.2 VALIDIERUNG DER NEU ENTWICKELTEN ODER AN DAS
TIERMODELL ADAPTIERTEN MESSMETHODEN

3.2.1 DIGITALE LUMINESZENZRADIOGRAPHIE (DLR)

Die zur Zeit tibliche Methode zur Beurteilung des Regenerates bei der
Distraktionsosteogenese ist zum einen die Rontgenaufnahme in zwei Ebenen, zum
anderen die klinische Beurteilung.*’” Therapieplanung und -verlauf werden
bestimmt durch manuelle Untersuchungen der Stabilitit der Extremitdt, die
Bewertung der Schmerzsymptomatik durch den Patienten sowie empirisch
gewonnene Daten iiber die durchschnittlich notwendigen Distraktionsgeschwindig-
keiten und Heilungszeitrdume. In der Literatur wird der Heilungsindex, das heif3t die
durchschnittliche Heilungszeit des Knochens pro distrahiertem Zentimeter, mit 35-45
Tagen angegeben.®®” Nach den klinischen und radiologischen Kriterien werden
gegebenenfalls notwendige Korrekturen der Distraktionsgeschwindigkeit, Empfeh-
lungen zur Belastung der Extremitit und Zeitpunkt der Fixateurentfernung
bestimmt.**> In einigen Studien wurden die Schwierigkeiten der radiologisch-

(3263275 oder der manuellen Beurteilung bei der Frakturheilung

morphologischen
aufgezeigt.**® Das konventionelle Rontgenbild ist zur Beurteilung der Qualitiit eines
Regenerates nicht geniigend aussagekriftig, die Untersucherabhingigkeit beziiglich
der FEinschidtzung der Knochenstabilitit birgt immer ein Risiko flir den
Patienten."***® Die Ansitze zur quantitativen Evaluierung des Regenerates im
Distraktionsspalt befinden sich im experimentellen Stadium. In einer klinischen
Studie untersuchten Fink et al. die Mineraldichte von 71 Regeneraten bei der
Kallusdistraktion, indem sie konventionelle Rontgenbilder wéihrend der Distraktions-
und Konsolidierungsphase bis zur Fixateurentfernung digital auswerteten."'” Dabei
zeigte sich ein initialer Abfall der relativen radiographischen Dichte bis zum Ende
der Distraktion, anschlieBend wieder ein kontinuierlicher, logarithmischer Anstieg
der Dichtewerte. Die Autoren empfehlen die Quantifizierung der zunehmenden
Kallus-Kalzifizierung zur Abschitzung der Heilungsdauer des Knochens. In einer
weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Absorption von Durchlicht durch
die jeweils interessierende Kallusregion mit der Biegesteifigkeit veheilender Tibiae
bei Hunden korreliert.**® Mit dem Beginn der Digitalisierung von optischen

Informationen wurde die auf Rontgenbilder basierende Quantifizierung von
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Knochen- oder Kallusdichte erleichtert.®'” Die Basis fiir die Auswertung von
Rontgenbildern war jedoch immer der konventionelle Roéntgenfilm mit seiner
sigmoiden Expositionskurve und seinem limitierten Spektrum detektierbarer
Rontgenstrahlung, insbesondere im hohen und niedrigen Intensititsbereich.**”
Demgegeniiber bietet die digitale Radiographie einige Verbesserungen. Diese
resultieren aus dem breiteren Wellenldngenspektrum, der linearen Reaktion des
Detektors auf die Rontgenstrahlung und der verbesserten Detektionseffezienz; zudem
konnen die Bilder direkt digital verarbeitet werden. Aufgrund der groBeren
Spannbreite detektierbarer Intensititen bietet sich die digitale Radiographie
besonders fiir die Analyse der frithen Frakturheilung und Regeneratkonsolidierung
an."'*> Die Mbglichkeiten zur digitalen Bildnachbearbeitung ermdglichen auch die
Visualisierung geringer, fiir das Auge kaum nachweisbarer Signale. Dies konnte
ebenfalls bei der Beurteilung der frithesten Verheilungszustéinde bei der Distraktions-
osteogenese wertvoll sein, birgt aber auch die Gefahr des Hinzufligens von
Bildinformation. In der vorliegenden Studie erwies sich die Auswertung der digitalen
Lumineszenzradiographie (DLR) als sensitive Messmethode, signifikante Unter-
schiede der “Knochendichte” im Regenerat konnten von Messtag zu Messtag
(zeitlicher Abstand ein bis zwei Tage) gefunden werden. Der Determinations-
koeffizient (r*) von 0.8 zwischen der DLR-Messung am letzten Tag der Konsoli-
dierungsphase und den biomechanischen Daten der Materialtestmaschine ist sowohl
mit dem der eigenen QCT-Messungen (sieche 3.2.2) als auch mit den in der Literatur
gefundenen Werten fiir DEXA und QCT vergleichbar; letztere gelten, wie oben
bereits erwahnt, als “gold standard* der Bildgebung hinsichtlich der Vorhersage
biomechanischer Belastbarkeit (sieche 1.3.3). Auffallend ist, dass sowohl bei der
sonographischen Messung als auch bei der quantitativen DLR die erhaltenen Werte
besser mit den Steifigkeitswerten der Regenerate als mit der torsionalen Festigkeit
korrelieren. Eine mdgliche Erklarung bietet die Beobachtung, dass bei der
Verheilung, also der Zunahme der Mineralisierung belasteter langer R6hrenknochen,
die Steifigkeit frither zum gesunden Knochen vergleichbare Werte erreicht als die

Versagenslast.®?

Die vorliegende Untersuchung ldsst erwarten, dass die DLR in der Zukunft
erweiterte Moglichkeiten zur Evaluierung der Regeneratkonsolidierung er6ffnet. Ob
diese Methode auch zur Analyse der Frakturheilung herangezogen werden kann,

bedarf weiterer Studien, da bei der vorliegenden Evaluierung mit dem
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Distraktionsspalt ein breites Messfeld zur Verfligung stand, wihrend bei der

Frakturheilung ein deutlich kleineres Messareal vorliegt.

3.2.2 QUANTITATIVE COMPUTERTOMOGRAPHIE (QCT)

Ziel der Untersuchung war es ebenso wie bei der Sonographie und der DLR zu
tiberpriifen, inwiefern es moglich ist, durch standardisierte Vermessung des
Kallusgewebes priadiktive Aussagen tiiber die biomechanische Festigkeit des
Knochens zu treffen. In der vorliegenden Studie wurden CT-Longitudinalschnitte des
Regenerates angefertigt, um die Ausbreitung des Kallus und die hypodense “fibrous
interzone* genauer identifizieren zu kdnnen. Die Assoziation von Mineralgehalt und
biomechanischen Eigenschaften wird in der klinischen Routine seit Jahren zur
Einschitzung des osteoporotischen Knochens genutzt. Da sich die quantitative
Computertomographie hier bereits als Standard etabliert hat, wurde diese Methode
auch von vielen Untersuchern in experimentellen Studien zur Beurteilung des
Mineralisierungsgrades von Kallusgewebe eingesetzt, um daraus Riickschliisse auf
die Festigkeit und das Heilungsstadium ziechen zu kénnen.’*” In den bisher
publizierten Studien zur quantitativen CT-Auswertung des Kallus werden
verschiedene Messmethoden am tierexperimentellen Modell sowohl bei der
Distraktionsosteogenese als auch bei der Frakturheilung verwendet. Bei der
Frakturheilung im Tiermodell korrelierte die mittels dreidimensionaler QCT
gemessene Mineraldichte eines Kallus nach geschlossener Fraktur sehr gut mit der
Torsionsfestigkeit und —steifigkeit (1 bis 0.82).'%” Auch die axiale Messung in
einem Osteotomiespalt erbrachte im Tierexperiment &hnlich hohe Korrelationen
(r*=0.74)  zwischen  Torsionssteifigkeit und durch QCT  gemessener
Knochendichte.**?*) Zu vergleichbaren Ergebnissen gelangt auch eine weitere
Arbeit, welche in einem auf 3 mm distrahierten Osteotomiespalt eine starke
Korrelation zwischen der Knochendichte des Regenerates und der Biegefestigkeit
des Knochens beschreibt (12=0.70).*> In einer anderen Arbeit wurden QCT-
Messungen an axialen Schnittbildern im Distraktionsregenerat bei der Verlingerung
von Schafstibiae durchgefiihrt.**" Hierbei wurde ein BestimmtheitsmaB bei der
Korrelation der Torsionsparameter und der Mineraldichte in der QCT bis r* = 0,60
gefunden. Die Autoren dieser Studie geben an, dass aufgrund ihrer klinischen

Auswertungen an Tibiaverldngerungen der Abbau des Fixateur externe bei einer
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Mineraldichte im Regenerat von 60 % der gesunden Gegenseite erfolgt; dieser Wert
wird von einer weiteren Studie bestitigt.'” In der vorliegenden Studie zeigen sich
Korrelationen zwischen der QCT-Messung und den Torsionsmessungen in der
Materialpriifmaschine, welche mit den oben dargestellten, bei der Frakturheilung
gefundenen Werten iibereinstimmen. Mit der vorliegenden Messmethode ergibt sich
eine deutlich hohere Korrelation mit den mechanischen Eigenschaften des
Regenerates wie in der vergleichbaren Studie an der Distraktionsosteogenese.*"
Moglicherweise besitzt die Auswertung sagittaler Schnittbilder durch das Regenerat
bessere Aussagekraft wie die axialer Schnitte, wobei letztere der Schnittbildrichtung
in der klinischen Applikation entsprechen. Anlésslich der vorliegenden Studie
erfolgte auch die Analyse zur Aussagekraft verschiedener Messfelder innerhalb des
Regenerates. Diese wird gesondert publiziert und diskutiert werden. Fiir die
Anwendung in der jetzigen Studie wurde der gesamte sagittale Schnitt des

Regenerates zwischen den Osteotomiefldchen vermessen.

In diversen anderen Studien erfolgte die Vermessung des Regenerates mittels QCT
zum morphologischen Monitoring der Heilungsvorgdnge ohne Vergleich mit der
Biomechanik."*****>® Strittig ist, ob bei der Applikation der QCT ein Abbau des
Fixateur externe erfolgen muss. Wihrend einige Autoren versuchen, dieses Problem
durch den Einsatz strahlendurchlissiger Kunststofffixateure zu umgehen®>***>,
geben andere an, trotz Artefaktbildung im Messfeld zuverldssige Messungen zu
erhalten."**°) In der vorliegenden Studie erfolgte der Abbau des Fixateur externe
und die Vermessung des Regenerates ohne umgebende Weichteile. Dies verbessert

zum einen die Messgenauigkeit, zum anderen vermindert sich jedoch damit die

klinische Ubertragbarkeit.

Die quantitative Computertomographie bestitigt im vorliegenden Versuch, dass sie
die Moglichkeit einer qualitativen und quantitativen Analyse des Regenerates
bietet.©1-?7%284347) Nachteilig an dem Verfahren der QCT ist die zusitzliche
Strahlenbelastung der Patienten (100-300 mrem).**? Die Verbesserung der
diagnostischen Sicherheit und die damit verbundene Reduzierung der Komplika-
tionsrate wiirde jedoch einen deutlichen Nutzen fiir die Patienten darstellen. Als
zusdtzliches radiologisches Verfahren bei entsprechender unklarer Klinik oder nicht
eindeutigen Befunden im konventionellen Rontgenbild kann die QCT wertvolle
Hinweise auf ungeniigend kalzifizierte Areale im Regenerat geben und somit eine

Verbiegung oder Fraktur des Knochens nach Fixateurentfernung verhindern. In der
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vorliegenden Studie wurde unseres Wissens erstmalig durch longitudinale
Tomogramme ein repriasentativer Teil des Kallus untersucht und dieser mit den
biomechanischen Torsionseigenschaften quantitativ korreliert. Die Ergebnisse
weisen einen klinisch relevanten Zusammenhang zwischen dem Mineralisierungs-
grad des Gewebes im Distraktionsspalt und den biomechanischen Eigenschaften des

Knochens nach.

3.2.3 QUANTITATIVER ULTRASCHALL

Um die Ergebnisse von Eindringtiefe und Breitenausmessung des Distraktionsspaltes
mittels Ultraschall zu erkldren, sollen hier die Arbeiten von Aronson, der die
Heilungsvorginge histologisch untersucht hat, zugrunde gelegt werden."® Nach
seinen Beobachtungen schreitet der Durchbauungsprozess von den Kortikotomie-
randern ausgehend zur Mitte des Distraktionsspaltes fort. Dies lieBe Ultraschallbilder
erwarten, die zunédchst eine homogene echoarme Distraktionszone zeigen. Im Verlauf
miissten zunehmend echoreiche Strukturen, von den Rédndern beginnend zur Mitte
des Spaltes fortschreitend, abgebildet werden. Die Breitenausmessung des
Distraktionsspaltes miisste in diesem Fall die Durchbauungsprozesse exakt
widerspiegeln. In den Ultraschallabbildungen des vorliegenden Versuches zeigten
sich jedoch im wesentlichen zwei signifikante Abweichungen dieses Verlaufs: 1. Die
meisten Versuchstiere zeigten im Ultraschallbild eine ausgeprigte Kallusbildung, so
dass die Kortikotomierédnder aufgeworfen abgebildet und die Distraktionsstrecke von
Beginn an verkleinert dargestellt wurde. 2. Bei einigen Versuchstieren waren auch in
der Mitte des Distraktionsspaltes echoreiche kortikalisartig reflektierende Strukturen
zu erkennen, so dass ein fiir die Breitenausmessung relevanter Distraktionsspalt nicht
mehr klar zu definieren war. Die Breitenausmessung reflektiert somit den
Kallusanbau an den distrahierten Knochenenden und folglich die Einengung des
Distraktionsspaltes. Auch bei grolen Kallusmengen kann jedoch die Verzahnung
derselben fehlen und weiterhin eine fibrose sehr elastische Zwischenzone vorliegen,
so dass die biomechanische Stabilitdt gering ist. Dementsprechend korreliert in
diesem Versuch die Breitenausmessung schlecht mit den Ergebnissen der
Biomechanik. Um den oben beschriebenen Abweichungen vom Idealfall der Heilung
Rechnung zu tragen, konnte es sinnvoll sein, die Kontinuitit der Kortikalis zu

berechnen. In einer entsprechenden Studie wurde die Disktraktionszone von allen
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vier Seiten in der longitudinalen Ebene sonographisch untersucht, die Kontinuitit
dieses Bereichs ermittelt und in Prozentwerten angegeben.'**) Einzig in dieser
experimentellen Studie erfolgte der Vergleich der sonographischen Messungen mit
den biomechanischen Eigenschaften des Regenerates. Der sonographische
Messparameter der “Kortikaliskontinuitit™ korrelierte jedoch schlecht mit den
biomechanischen Daten. Die im vorliegenden Versuch bestimmte Eindringtiefe des
Ultraschalls in das Regenerat hingegen korreliert sehr gut mit den Ergebnissen der
Biomechanik und zeigt liberraschenderweise im Vergleich mit dem “gold standard*
QCT hinsichtlich der torsionalen Steifigkeit einen vergleichbaren Determinations-
koeffizienten. Die biologischen Vorgéinge im Distraktionsspalt und ihre Abbildung
im Ultraschall bieten dafiir eine logische Erkldrung: Im Idealfall der Heilung ist der
Distraktionsspalt zu Beginn der Distraktion im Ultraschallbild ein noch echoarmes
Gebiet, das an den Kortikotomierdndern beginnend kalzifiziert. Im Ultraschallbild ist
das anhand der zunehmend echoreichen Strukturen zu erkennen. Durch die Messung
der FEindringtiefe wird immer die Schwachstelle des Regenerates erfasst,
gleichgiiltig, ob sich am Rande des Regenerates Kallus findet oder nicht.
Offensichtlich ist fiir die mechanische Stabilitdt entscheidend, ob in der fibrosen
Zwischenzone eine echoreiche Uberbriickung stattgefunden hat. Ebenso wie die
quantitative DLR und die QCT zeigen die sonographisch ermittelten Werte eine
bessere Korrelation mit der Steifigkeit als mit der torsionalen Versagenslast. Die
moglichen Griinde hierfiir wurden bereits oben diskutiert (siche 3.2.1). Da die Tiere
ausgesprochen unterschiedliche Durchbauungsstadien aufwiesen, bot sich ein breites
Spektrum an Verheilungsszustinden. So ist auch der Schluss zuldssig, dass die
Tiefenausmessung des Distraktionsspaltes durch Ultraschall nicht nur zu einem
Zeitpunkt der Konsolidierungsphase, sondern wihrend der gesamten Dauer der
Konsolidierung bis zur Bildung einer durchgingigen Kortikalis eine Aussage iiber
die mechanische Stabilitit des Regenerates erlaubt.

Die vorliegende Untersuchung bestdtigt vorhergehende Studien, welche eine sehr
frihe  Visualisierung  der  Kalzifizierung des  Distraktionsregenerates
beschreiben.®>**%) Somit scheint es iibereinstimmend mit anderen Autoren
moglich, eine vorzeitige oder verzogerte Konsolidierung zu verhindern bzw.
frithzeitig zu erkennen.®® Verschiedene Autoren haben die Regeneratbildung im
Distraktionsspalt mittels Ultraschallmessungen in unterscheidbare Stadien eingeteilt.

Gemeinsam &uflerten sie, dass ab dem Zeitpunkt der kompletten kndchernen
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Uberbriickung eine genaue Einschitzung des Verlingerungsspaltes nicht mehr
moglich sei.'***857) Einzelne Autoren geben an, dass mittels Sonographie auch das
Ausmall der kortiko-medulldren Differenzierung des Regenerates im Verlauf
moglich sei.'® Dieser Auffassung wird von anderen Autoren widersprochen.****
Gegen Ende des vorliegenden Versuches konnte bei zwei Tieren keine Eindringtiefe
der Ultraschallsignale mehr gemessen werden. In der biomechanischen Testung
zeigten diese eine komplette Verheilung mit einer hoheren Torsionsfestigkeit als die
gesunde kontralaterale Tibia. Riickschliisse auf die klinische Situation lassen sich
daraus jedoch nicht ziehen, da die enorm beschleunigte Regeneratkonsolidierung
unter dem Einfluss von GH sicherlich anderen GesetzméBigkeiten folgt. In einem
Review-Artikel betonen Hughes et al., dass die Sonographie eine korrekte
Ausmessung der Spaltbreite zulisst.'®” Fiir den vorliegenden Versuch kann dies
nicht bestétigt werden. Dabei muss man beriicksichtigen, dass eine Osteotomie mit
der oszillierenden Sédge unter Erhalt des Periosts durchgefiihrt wurde. Dies fiihrte zu
einer Mineralisierung des Regenerates vorwiegend vom Periost aus. Wie eingangs
dieses Abschnittes bereits angemerkt, “liberwuchert diese Knochenneubildung
frithzeitig die kortikalen Knochenenden und ldsst eine Distanzmessung zwischen
denselben nicht mehr zu. In der vorliegenden Literatur handelt es sich bei den
verwendeten Schallképfen zumeist um Linearscanner, die zum Einsatz gekommenen
Frequenzen reichen von 3,5 MHz iiber 5, 7,5 bis 10 MHz,(104:118.143.148,168,171,237.383)
Wenn das distrahierte Areal subkutan liegt, wie in der vorliegenden Studie, scheint
die Schallfrequenz von untergeordneter Bedeutung zu sein. Vergleichende Studien
liegen nach Wissen des Autors derzeit nicht vor. Von groferer Wichtigkeit fiir den
intraindividuellen Vergleich des Heilungsverlaufes erscheint die Verwendung der
Mefschablone, um die Messung an identischen Lokalisationen durchfiihren zu
konnen. Nachteilig ist hierbei, dass fiir eine Vermessung mehrerer Ebenen wie sie

von einigen Autoren gefordert wird"*®

, auch mehrere Schablonen notig wéren.

Der vorliegende Versuch zeigt iibereinstimmend mit anderen Autoren, dafl die
Sonographie die Moglichkeit zur diagnostischen Kontrolle der Regeneratbildung
eroffnet.”>!'"" Damit kann die Strahlenbelastung des Patienten verringert werden, da
regelmifBige Rontgenkontrollen zumindest zum Teil durch Ultraschall ersetzt werden

konnen.
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3.2.4 IN-VIVO TORSIONALE STEIFIGKEIT (IVTS)

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues Messinstrument vorgestellt, welches in
der Lage ist, die Torsionssteifigkeit eines heilenden Knochenregenerates bei der
Distraktionsosteogenese in-vivo zu messen. Die Steifigkeit wurde bestimmt, indem
man ein bekanntes minimales Drehmoment auf die Regeneratzone applizierte und
den resultierenden Drehwinkel bestimmte. Der Vergleich der IVTS-Messdaten mit
den gemessenen Bruchfestigkeitswerten in der Materialtestmaschine ergab eine hoch
signifikante Korrelation (r*= 0.8). Die Ergebnisse der Modellstudie und der in-vivo
Studie zeigten die Fidhigkeit des Systems, den Heilungsverlauf eines sich
neubildenden Knochenregenerates zu verfolgen, sowie die torsionale Steifigkeit des
Regenerates mit guter Genauigkeit und Prizision vorauszusagen. Voraussetzung ist
jedoch, dass die Messung innerhalb der oben angegeben Steifigkeitsbereiche erfolgt
(siche 2.1.3). Die Ursache der geringeren Genauigkeit in sehr niedrigen
Steifigkeitsbereichen mag in der nicht optimalen Auslastung und Auflosung der
Kraftmesszelle zu finden sein. In sehr hohen Steifigkeitsbereichen hingegen kommt
es vermutlich zu elastischen Verformungen des Fixateurs (vor allem der Schanz-
Schrauben) und der abnehmbaren Messeinheit. Dies und die nicht-lineare
Kalibrierung kann bei hoheren Belastungen und hoheren Steifigkeiten der Testkorper
fiir die Ungenauigkeiten der prasentierten Methode gegeniiber dem "gold standard" -
der Materialtestmaschine - verantwortlich sein. Diese Genauigkeits- und
Prézisionswerte miissen bei klinischem oder wissenschaftlichem Einsatz des Systems
in Betracht gezogen werden. Messungen unterhalb eines Bereiches von 0.3 Nm/° und
tiber 3.0 Nm/° miissen zurilickhaltend interpretiert werden. Entsprechend konnen
Unterschiede der Knochenregeneratsteifigkeit von unter 6% von dieser Anordnung
nicht mehr wahrgenommen werden. Genauigkeit und Prizision sowie der
Messbereich konnten sich jedoch noch weiter verbessern werden, indem die
Dimensionen, die verwendeten Materialien, das Gleitlager oder der Knochen-

Doppelhalbring-Abstand modifiziert wiirden.

Wie oben angefiihrt, wurde das Konzept, einen vorhandenen Fixateur externe zum
Monitoring der Frakturheilung zu nutzen, bereits vielfach experimentell eingesetzt.
Die ersten Berichte stammten von Autoren, welche die Knochenregeneratsteifigkeit

iiber minimale Fixateurverformungen wéhrend normaler Belastungen gemessen

haben (siche 1.3.4).4360188200  Opwohl die Anwendbarkeit der Verfahren
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demonstriert wurde, konnte bisher noch keine verbreitete Akzeptanz dieser Systeme
im klinischen Gebrauch beobachtet werden. Einer der Hauptgriinde fiir die
ablehnende Haltung konnte die Empfindlichkeit dieser Messanordnungen gegeniiber
einer Vielzahl von unterschiedlichen Einflussfaktoren sein. Zu nennen sind hier vor
allem die individuelle Fixateurkonfiguration und der Einfluss der Knochen-
Implantat/Schrauben-Verankerungen. Jeder montierte Fixateur stellt ein Einzelstiick
dar, das mit eigenen Mefsensoren und -konstruktionen versehen und jeweils
individuell kalibriert ist. Die Messungen miissten auf jeden Patienten zugeschnitten
werden, um die Daten individuell zu korrigieren und auf konstruktionstechnische
Unterschiede der Messanordnungen eingehen zu kénnen. Chirurgische Revisionen
wie Pin-Neupositionierung bei Lockerung oder Achsenkorrekturen wahrend der
Heilungsphase bedeuten eine Anderung des Konstruktes mit der Notwendigkeit einer
Neujustierung und Korrektur des Messprozesses. Die erste klinisch anwendbare
Methode besitzt trotz der im Vergleich zu anderen Systemen signifikanten
Verbesserungen, den entscheidenden Nachteil, dass bei dieser Messanordnung der
vorhandene Fixateur externe entfernt werden muss.®%!''>#%% Folglich kann das
System nicht in der Frithphase der Frakturheilung eingesetzt werden. Das
vorgestellte Torsionsmesssystem besitzt gegeniiber den bisher angewandten
deformativen Messverfahren einige Vorteile. So ist diese Methode nach derzeitigem
Wissen die Erste, die eine Torsionsbewegung fiir die in-vivo Steifigkeitsmessungen
benutzt. Dieses Prinzip ermdglicht ein Belassen des Fixateurs und somit die
Erhaltung der Knochenachse in allen Ebenen. Lediglich die Bewegung in der
Rotationsebene wird freigegeben, die jedoch kontrolliert ausgelibt und minimal
gehalten wird. Dies gewdhrleistet einen Schutz des sich neubildenden
Knochengewebes und erlaubt den Einsatz des Systems auch in der Friihphase der
Knochenheilung. Dazu kommt, dass in der etwaigen klinischen Anwendung fiir
verschiedene Patienten nur eine abnehmbare Messeinheit innerhalb einer klinischen
Einrichtung bendtigt werden wiirde. So wurden alle Tiere im vorliegenden Versuch
mit der gleichen Messeinheit untersucht. Die zu erwartenden Probleme mit dem
vorgestellten Mef3system entsprechen denen bei anderen Studien beschriebenen. So
stellt die glatte Osteotomie mit einem elastischen Regenerat dazwischen den Idealfall
fiir die Testung dar. Bei unregelméfigen Fragmentenden wie im Falle einer Fraktur
konnen sich diese auch bei kleinen Torsionsbewegungen ineinander verzahnen.

Damit ist die Messung von absoluten Knochensteifigkeiten sehr eingeschriankt und
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wiirde fiir die Uberwachung von Frakturpatienten individuell vom Frakturtyp
abhingen. Gleiches gilt jedoch auch fiir Methoden, welche die Biegesteifigkeit
frakturierter Knochen bestimmen.®” Beim Monitoring von Frakturen mit derartigen
Methoden ist es dennoch — wenn auch bei sehr kleinen Auslenkungen eingeschrankt
— moglich, die relative Steifigkeitsdnderung im Verlauf aufzuzeigen. Ebenso wie
andere Verfahren hat auch die Lockerung von Pins oder Drdhten oder die
Verschmutzung des Fixateurs einen Einfluss auf das Messergebnis. Diese
Verdnderungen der Konstante “Fixateur” muss demzufolge vermieden werden. In
der vorliegenden Studie erfolgte vor Beginn der Messungen (vor der
Konsolidierungsphase) in Narkose der Tiere die Uberpriifung der Festigkeit aller

Fixateurpins, gelockerte Pins wurden ausgetauscht.

Im vorliegenden Versuch konnten mit der Messung der Torsionssteifigkeit die
Heilungsverldufe der einzelnen Tiere verfolgt werden. Die Ergebnisse demonstrieren
die Anwendbarkeit des in-vivo Torsionssteifigkeits-Messverfahrens im Rahmen der
Distraktionsosteogenese im Tierexperiment. Die Methode kann mit guter
Genauigkeit und Prizision den Heilungsverlauf des sich regenerierenden Knochens
verfolgen. Aufgrund der hohen Korrelation der in-vivo Torsionssteifigkeit und des
maximalen Drehmomentes in der biomechanischen Testung am letzten Versuchstag
wurde gefolgert, dass unter Beriicksichtung der oben angefiihrten Limitationen
anhand von in-vivo Torsionssteifigkeitsmessungen Aussagen iiber die Belastbarkeit
und Bruchfestigkeit heilender Knochen wiahrend der Friihphase der

Regeneratkonsolidierung bei der Distraktionsbehandlung moglich sind.

3.3  WIRKUNG VON GH AUF DIE DISTRAKTIONSOSTEOGENESE
3.3.1 SEROLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

In der hier vorliegenden Studie wurde erstmals das Verhalten der GH/IGF-I -Achse
wiahrend der Distraktionsosteogenese unter Stimulation durch GH untersucht.
Zahlreiche andere Studien zur Untersuchung eines stimulativen Effektes von
Wachstumshormon auf die Frakturheilung hatten artfremdes GH eingesetzt. Die
Ergebnisse waren widerspriichlich.®***"*%" Im vorliegenden Versuch wurde ein
artgleiches, rekombinantes Wachstumshormon systemisch appliziert. Bei den Tieren
der GH-Gruppe kam es postoperativ zu einem signifikanten Anstieg der

wachstumshormonabhédngigen Parameter IGF-1 und IGFBP-3. Auch erhdhte sich der
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Anteil des freien IGF-I am gesamten IGF-1. Ebenso wie im Vorversuch zeigte sich,

dass die GH/ IGF-I -Achse stimulierbar war.

Bei der Distraktionsosteogenese zeigten sich phasenabhingige Verldufe der IGF-I
Serumkonzentration. Wihrend der Distraktionsphase kam es im Serum der
Kontrollgruppe zu einer Abnahme der Konzentration des gesamten IGF-I. Aus dieser
Beobachtung und den in der Literatur beschriebenen lokalen Vorgénge kann ein
Ubertritt des Wachstumsfaktors ins Gewebe wihrend der Distraktion vermutet
werden.®”? Eine weitere Erklirung fiir den Abfall der IGF-I Konzentration in der
Kontrollgruppe wihrend der Distraktion, welcher auch begleitet war durch einen
Abfall der Serumwerte des wachstumshormonabhingigen IGFBP-3, konnte ein
kataboler Zustand mit einer Insensitivitit auf das endogen ausgeschiittete GH sein.
An brandverletzten Patienten wurden posttraumatische, katabole Stadien mit einer
mangelnden IGF-I Antwort auf endogenes GH beschrieben.” Der Katabolismus ist
charakterisiert durch niedrige IGF-I Serumkonzentrationen bei hohen endogenen
GH-Spiegeln. Durch die systemische Applikation des rekombinanten porcinen
Wachstumshormons war dieser Abfall nicht nur kompensierbar, es konnte sogar ein
deutlicher Anstieg des IGF-I in der GH- Gruppe in dieser Phase gemessen werden.
Durch die systemische GH-Applikation stand somit wihrend der Distraktionsphase
ausreichend IGF-I im Serum zur Verfiigung. Am Ende des untersuchten Zeitraumes
der Konsolidierungsphase wurde in beiden Gruppen die hochste Konzentration des
gesamten IGF-I im Serum gemessen. Diese lag auch in der Kontrollgruppe
signifikant tiber dem Basalwert. Eine vorangegangene Untersuchung zeigte an aus
humanem Frakturkallus gewonnenen Osteoblasten, dass gerade zur Zeit des
Knochenremodelings die Konzentration der mRNA fiir IGF-I in diesen erhéht und
somit eine vermehrte lokale Produktion und Freisetzung wahrscheinlich ist.!”
Wihrend der Konsolidierungsphase konnte ein entgegengesetzter Transport von
IGF-I aus dem Kallus in die Zirkulation stattgefunden haben. Im vorliegenden
Versuch konnten die lokalen molekularbiologischen Vorginge in der
Osteotomiezone im Verlauf der Distraktionsosteogenese nicht betrachtet werden. Fiir
das Verstindnis der Wachstumshormon / IGF-I -Achse ist die zusitzliche
Untersuchung der Bindungsproteine wichtig. In unserem Versuch zeigte das IGFBP-
3 als Hauptransportprotein und Speicher des IGF-I im Serum seinen bekannten
wachstumshormonabhédngigen Charakter. So ist parallel zum IGF-I in der GH-

Gruppe ein signifikantes Ansteigen der IGF-I-Konzentration im Serum festzustellen.
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Auf zelluldrer Ebene sind widerspriichliche Ergebnisse iiber die Art und Weise der
Auswirkung des IGFBP-3 auf die IGF-I-Aktivitit beschrieben worden. Versuche mit
einem IGFBP-3-Uberschuss bewirkten eine Inhibition der IGF-I-Effekte in

Osteoblastenzellkulturen.®'?

Einzelne Studien sahen eine Verstirkung des
Proliferationsstimulus von IGF-I auf Rattenosteoblasten nach GH Gabe in-vitro und
fiihrten dies auf eine erhohte IGFBP-3 Konzentration im Medium zuriick."'* Andere
fanden eine potenzierte mitogene Wirkung von IGF-I auf Rinderfibroblasten in
Gegenwart von IGFBP-3.°® Aufgrund dieser in-vitro FErgebnisse wurde
ovarektomierten Ratten rekombinantes IGFBP-3 zusammen mit IGF-I infundiert.
Diese Untersuchung zeigte, dass die Kombination beider einen stdrkeren positiven
Effekt auf die Knochenformation am Schenkelhals von Ratten hat, als jeweils einzeln
verabreicht.*? Entscheidend scheint das Verhiltnis der Konzentration von gesamtem
IGF-I zur Konzentration des IGFBP-3 zu sein, da durch dieses die Menge des freien
IGF-I festgelegt wird."”” Der Haupteffekt des Serum-IGFBP-3 auf die IGF-I
Konzentration liegt in der Verldngerung der Plasma-Halbwertszeit. Wie oben
dargestellt betrdgt diese fiir freies IGF-I in humanem Serum weniger als zehn
Minuten und die des im 150-kD ternary-complex gebundenen IGF-I 12-15 Stunden
(siehe 1.2.3). Somit stellt der durch Wachstumshormon induzierbare 150-kD ternary-
complex eine Art Speicher fiir IGF-I dar, aus dem bei Bedarf vermehrt IGF-I zur
Verfiigung gestellt werden kann."*® In der vorliegenden Studie steigen in der GH-
Gruppe auch die Serumkonzentrationen an ungebundenem (freien) IGF-I an, sie
zeigen einen nahezu parallelen Verlauf zum Verlauf der IGF-I-Konzentration. Dies
zeigt, dass das IGFBP-3 oder ein anderer Bestandteil des 150-kD ternary-Komlexes
unter dem Einfluss von GH nicht in dem gleichen Maf3e produziert wird wie IGF-I.
Ob dies einem physiologischen Steuerungsmechanismus unterliegt, oder ob die
physiologische Kapazitit zu Bildung des 150-kD ternary-Komplexes nicht ausreicht,

kann anhand der vorliegenden Untersuchung nicht geklért werden.

Hinsichtlich des IGFBP-1 zeigten im vorliegenden Versuch weder die Applikation
von GH, noch die Behandlungsphasen einen Einfluss auf dessen Serum-Level. Dies
bestitigt frithere Studien, in welchen IGFBP-1 als unabhingig vom GH-Spiegel*”
und ohne Beziehung zu Knochenstoffwechsel beschrieben wird.*¥ Beim IGFBP-2
kam es zundchst zu einem signifikanten Abfall der Serumwerte in beiden Gruppen.
Danach lagen die Werte in der GH-Gruppe signifikant unter denen der

Kontrollgruppe. Es ist bekannt, dass IGFBP-2 die Aktivitit von IGF-I inhibiert.®'
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Eine Suppression der IGFBP-2-Konzentration durch GH konnte somit einen
weiteren, indirekten Mechanismus zur Steigerung des IGF-I Effektes darstellen.
IGFBP-2 inhibierte in Osteoblastenzellkulturen eine durch IGF-I hervorgerufene
Steigerung der Zellproliferationsrate und Kollagensynthese.ms) Somit lésst sich ein
Effekt auf das Remodeling des Knochens vermuten. Bei Betrachtung des IGFBP-4
fiel in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg des Mittelwertes von der
Basalmessung zum vierten Tag des Versuches auf. Da IGFBP-4 in erheblichem
MafBe im Knochen gespeichert wird, konnte die Freisetzung direkt von der
Osteotomiefliche eine Erkldrung dafiir sein. IGFBP-4 inhibierte die Effekte von
IGF-1 in fast allen Studien"**”'® und kénnte so zum beobachteten Status der
Wachstumshormonresistenz in der Kontrollgruppe beitragen. Der inhibitorische
Effekt von IGFBP-4 auf IGF-I folgt einer Sittigungskinetik."* In der mit GH
behandelten Gruppe wird IGF-I im UbermaB zur Verfiigung gestellt, und das
vermehrt zirkulierende IGFBP-4 konnte nach kurzer Zeit seine inhibierende Aktivitat
verlieren. Dieser inhibitorische Effekt des IGFBP-4 konnte jedoch eine Erklarung fiir
den verzogerten Anstieg von b-ALP in der GH-Gruppe sein.

In beiden Behandlungsgruppen kommt es postoperativ zu einem Abfall des
Knochenformationsmarkers b-ALP, in der Kontrollgruppe ist dies signifikant. Der
Abfall der b-ALP nach Frakturen und nach knochenchirurgischen Eingriffen wurde
auch in anderen Studien beschrieben; erst in spdteren Phasen der Frakturheilung kann
dieser als Parameter der Frakturheilung herangezogen werden. Die Ursache fiir den
initialen Abfall der b-ALP ist bisher nicht bekannt.*****® Die systemische
Applikation von rekombinantem porcinen Wachstumshormon (r-pGH) fiihrte in der
vorliegenden Studie zu Beginn der Distraktionsphase zu einem signifikanten Anstieg
der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase im Serum. Dies bestitigt die
zahlreichen klinischen Studien an GH-defizienten Patienten, bei denen es durch die
Substitution von GH sowohl zur Zunahme der Knochenmasse als auch der Serum-
Marker der Knochenformation kommt.!'**'?*39%3!) Dje Erhghung der b-ALP wird
teilweise als Parameter fiir eine erfolgreiche Substitutionstherapie mit
Wachstumshormon genutzt.®” Dieser “Knochen-anabole® Effekt konnte auch nach
Wachstumshormongabe an gesunden freiwilligen Erwachsenen und osteoporotischen
dlteren Personen festgestellt werden.®*%?2%) Insbesondere erbrachte auch die
kurzzeitige systemische Gabe von GH eine ldngerfristige Erhohung von Knochen-

Formationsmarkern im Serum (siche 1.2.5).'72%
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Wie ebenfalls oben angefiihrt wurde in mehreren Studien ein stimulierender Einfluss
von GH auf die Serumparameter der Knochenresorption beschrieben (siche
1.2.5).148:62.72.204309 1yjeq konnte im Vorversuch tendenziell bestdtigt werden (siehe
2.1.2). In der hier vorliegenden kiirzer dauernden Studie konnte zwar ein
signifikanter Anstieg des ICTP zu Beginn der Konsolidierungsphase gefunden
werden, dies traf jedoch auf beide Gruppen zu. Im Widerspruch dazu stehen die
Ergebnisse einer klinischen Studie, bei welcher die Applikation von GH in einer
sofortigen Erhdhung des ICTP im Serum resultierte.**” Auch in der parallel
durchgefiihrten histomorphometrischen Analyse der vorliegenden Untersuchung
wurde eine signifikant geringere Knochendichte der kortikalen tibialen
Knochenenden im Regenerat der mit r-pGH behandelten Tiere als Zeichen eines
erhohten Remodelings und damit hoheren resorptiven Aktivitit gefunden (siehe
2.3.4). Dies deutet darauf hin, dass moglicherweise eine lokal erhdhte

Knochenresorption nicht zu einer Erth6hung von ICTP im Serum fiihren muss.

Zusammengefasst bewirkt die systemische Gabe von rekombinantem GH im
vorliegenden Modell in-vivo eine Stimulation der Osteoblastenaktivitit. Es besteht
ein linearer Zusammenhang zwischen dem IGF-I-Serumspiegel und der Aktivitdt an
b-ALP im Serum. Dies weist darauf hin, dass der eventuelle anabole Effekt von GH
auf Osteoblasten moglicherweise IGF-I vermittelt ist. Verstirkt wird diese Annahme
durch die Beobachtung, dass die Korrelation zwischen der knochenspezifischen
alkalischen Phosphatase und dem freien — biologisch aktiven — IGF-I noch deutlich
hoher ist. Dies weist auch den die biologische Aktivitit von IGF-I bestimmenden
IGFBPs eine regulierende Funktion zu. Die Stimulation der Kochenresorption
scheint in der Friihphase der Distraktionsosteogenese keine Rolle zu spielen.
Insgesamt scheint bei den Kontrolltieren initial postoperativ ein katabole Phase des
Knochenmetabolismus zu bestehen, gekennzeichnet durch eine signifikante
Erniedrigung der b-ALP. Gleichzeitig fallen auch IGF-I, freies IGF-I und IGFBP-3
signifikant ab, IGFBP-4 steigt an. Die systemische Applikation von GH ist in der
Lage, in dieser Phase die b-ALP als Parameter der Knochenformation deutlich
anzuheben. Diese Osteoblastenstimulation konnte moglicherweise auch im

Regenerat zu einer vermehrten Matrixproduktion fiihren.
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3.3.2 HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

In der vorliegenden Studie wurde in der mit GH behandelten Gruppe eine signifikant
erhohte Kallusmenge und Menge an kalzifiziertem Gewebe im Kallus gefunden.
Gleichzeit war in der GH-Gruppe der Kallusdurchmesser signifikant hoher als in der
Kontrollgruppe. Die bisherigen Studien zum Einfluss von GH auf diese Parameter
erbrachten widerspriichliche Ergebnisse. Wiahrend einige histologische Studien

325 . N
( ), konnten andere eine verstirkte

keinen Wirkungsnachweis erbrachten
Kallusbildung unter GH—Applikation beschreiben®**"#2 Es gilt jedoch zu
beriicksichtigen, dass alle bisherigen histologischen Studien an sekundérer
Frakturheilung durchgefiihrt wurden und somit ein Vergleich zur vorliegenden
Studie nur eingeschrankt mdglich ist. Die sogenannte intramembrandse Ossifikation,
welche bei der Distraktionsosteogenese vorliegt, ist charakterisiert durch die direkte
Deposition von Osteoid durch Osteoblasten, ohne Auftreten von Knorpelzellen
(siche 1.1.2)."*'" Da bekannt ist, dass GH sowohl in-vitro als auch in-vivo
chondroide Zellen zur Proliferation und Matrixsynthese stimuliert, stand zu
befiirchten, dass eine Transformation des intramembrandsen Kallus zur sekundiren
Frakturheilungszone induziert wird. Dieses konnte jedoch ausgeschlossen werden, da
die histomorphometrischen Untersuchungen zeigten, dass in der mit GH behandelten
Gruppe signifikant weniger Knorpel im Regenerat vorhanden ist. Diese, wenn auch
geringe Menge an Knorpel kann man unterschiedlich interpretieren: zum einen kann
diese auf eine gewisse Instabilitit des Konstruktes hindeuten. So konnten die, wenn
auch limitierten Rotationsbewegungen bei den in-vivo Steifigkeitsmessungen dafiir
verantwortlich sein. Zum anderen konnte dies ein Beleg fiir die Theorie der
sogenannten “transchondralen Ossifikation sein. Bei dieser kime es gerade bei der
Distraktionsosteogenese zu einer Transformation von chondroiden Zellen zu
Osteoblasten; somit wire das Auftreten von Knorpelzellen in einem Distraktions-
regenerat ein Normalbefund.®® In einer fritheren Untersuchung zur sekundiren
Frakturheilung an Ratten wurde durch den Einfluss von GH eine deutliche
Verdnderung der Kallusstruktur beschrieben. Diese war gekennzeichnet durch einen
lockeren, aufgetriebenen Kallus der ein verzogertes Remodeling und eine grof3e
Menge an hiamatopoetischen Zellen zeigte.**” Alle diese Verinderungen konnten im
vorliegenden Versuch nicht nachgewiesen werden. Die histomorphometrische
Vermessung der Knochendichte der Tibiakortices proximal und distal der

Osteotomie erbrachte vielmehr Hinweise auf eine Beschleunigung des Remodelings.
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Eine Erklarung fiir diese gegensitzlichen Ergebnisse konnte unter anderem im
deutlichen strukturellen Unterschied zwischen dem Kallus bei der sekundéren
Frakturheilung und dem bei der Distraktionsosteogenese begriindet sein.®’® Zudem
wurde in der zitierten Studie ein artfremdes (humanes) GH mit im Vergleich zur
prasentierten Untersuchung 30-fach hoherer Dosierung eingesetzt. Dariiber hinaus
konnte mittels der in-vivo Markierung der Knochenformation nachgewiesen werden,
dass der stimulative Effekt des Wachstumshormons vor allem in der Anfangsphase
der Distraktionsosteogenese vorhanden ist. Im Gegensatz zur klinischen Anwendung
der Distraktionsosteogenese, bei welcher eine relevante Ossifikation des Regenerates
erst in der Konsolidierungsphase erfolgt, konnte eine deutliche Kallusformation

sogar wihrend der Distraktion gefunden werden.

3.3.3 BILDGEBENDE UND BIOMECHANISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Applikation von porcinem
Wachstumshormon bei der Distraktionsosteogenese am Yucatan Micropig® sowohl
die Regeneratsteifigkeit wihrend der Konsolidierung, als auch die torsionale
Bruchfestigkeit und die Torsionssteifigkeit des Regenerates signifikant zu steigern
vermag. Der stimulierende Effekt konnte in den in-vivo biomechanischen
Untersuchungen schon am Beginn der Distraktionsphase nachgewiesen werden. Dies
stimmt mit den histologischen Beobachtungen iiberein, welche mittels in-vivo
Markierung der Knochenformation eine relevante Kallusbildung schon wéhrend der
Distraktionsphase zeigte (siche 3.3.2). Ebenso konnten die quantitativen
Ultraschalluntersuchungen und die quantitative DLR in den Messungen wihrend der
Konsolidierungsphase einen signifikanten Vorsprung der GH-behandelten Tiere
darstellen. Die QCT schlieBlich erbrachte in Analogie zur Histomorphometrie im

Regenerat eine signifikant erhohte Mineraldichte in der Wachstumshormon-Gruppe.

Die Distraktionsosteogenese stellt ein gut reproduzierbares Modell der
Frakturheilung dar, da eine standardisierte Osteotomie Verwendung findet und die
Distraktion gleich grofle “Knochendefekte” hinterldsst. Es gilt jedoch zu
beriicksichtigen, dass es sich bei der Distraktionsosteogenese um eine rein
intramembrandse Frakturheilung handelt, welche im Gegensatz zur sekundiren
Frakturheilung ohne Knorpelbildung zur Kallusformation fiihrt (siche 1.1.2).1%

Grundlegende Heilungsmechanismen lassen sich jedoch bei beiden Formen der
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Knochenheilung finden und erlauben einen wenn auch limitierten Vergleich der
verschiedenen Studien. So kommt es bei jeder Knochenheilung zu einer Trans-
formation, Immigration und Differenzierung von osteogenen Zellen, sowie zur
Deposition von Matrix und deren Kalzifizierung, welches schlussendlich zur
Formation von priméren Geflechtknochen fiihrt.!'*'%

In der Vergangenheit wurden widerspriichliche Ergebnisse zum Einfluss von GH auf
die Frakturheilung publiziert: wihrend mehrere Studien einen stimulierenden Effekt
von GH zeigen konnten®*?*?, fanden andere Untersuchungen keinen Einfluss auf die
Kallusbildung."**”  Diese widerspriichlichen Ergebnisse konnten zumindest
teilweise ihre Ursache in den unterschiedlichen Methoden und Versuchsanordnungen
haben, welche in den fritheren Studien Verwendung fanden. Einer der wichtigsten
Punkte ist die mogliche Antikorperbildung gegen allogenes GH, der damit
einhergehende Wirkungsverlust des Wachstumshormons wurde in mehreren
Untersuchungen nachgewiesen."***® Wenn die endokrinen Regelkreisldufe intakt
sind, kommt es bei systemischer Applikation von GH zum Anstieg von IGF-I im
Serum. Lediglich eine vorhergehende Studie hat jedoch im Frakturheilungsmodell
den Einfluss des applizierten GH auf den IGF-I-Serumspiegel iiberpriift.”* In dieser
Publikation wurde berichtet, dass rekombinantes humanes GH keinen Einfluss auf
die Verheilung von osteotomierten Kaninchentibiae hat; gleichzeitig konnte jedoch
in der GH-behandelten Gruppe kein IGF-I-Anstieg im Serum verzeichnet werden.®
Die Ausschiittung von GH aus der Hypophyse bewirkt die Produktion von IGF-I in

der Leber und eventuell auch im mesenchymalen Bindegewebe.!''%**” Es ist

etabliert, dass zusdtzlich zum direkten Effekt von GH auf mesenchymales

(255) (70,141,178)

Gewebe auch ein indirekter, IGF-I vermittelter, Einfluss existiert.
Obwohl die IGF-I-Serumspiegel die lokalen IGF-I Spiegel in der Zone der
Frakturheilung nicht widerspiegeln miissen, so bedeutet ein systemischer Anstieg des
IGF-I nach Applikation von GH doch, dass ein IGF-I-vermittelter Effekt auf die
Zone der Knochenheilung zumindest theoretisch moglich ist. Unseres Wissens ist die
vorliegende Studie die erste, welche homologes, synthetisches GH in einem
Tierversuch zur Frakturheilung einsetzt. Der signifikante Anstieg von IGF-I (440 %)
weist darauf hin, dass im vorliegenden Model das eingesetzte GH sowohl
biokompatibel als auch ausreichend dosiert war.

Zusétzlich zur moglichen Antikorperbildung gegen allogenes GH konnten weitere

Faktoren zu den widerspriichlichen Ergebnissen fritherer Studien gefiihrt haben. In
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den meisten Studien wurden Nagetiere verwendet; es gibt Hinweise, dass im
Vergleich zur humanen Frakturheilung bei Nagetieren signifikant mehr Knorpel im
Kallus exprimiert wird.**” So wird z.B. die Frakturheilung bei der Ratte von nicht-
osteonaler Knochenformation dominiert.*? Verglichen mit Kaninchen und Ratten
konnte das Minischwein-Modell hinsichtlich endokriner Zyklen und den Vorgéngen
bei der Frakturheilung der humanen Situation dhnlicher sein. Weiterhin liegt bei
dlteren Studien eine Inhomogenitit der Versuchs- und Kontrollgruppen vor''®-**%,
die Spezifitit des Wachstumshormons ist unbekannt*®, juvenile Tiere werden
verwendet oder das Geschlecht und Alter der Tiere wurden {iiberhaupt nicht

kontrolliert, 331:379-384)

Einige Studien untersuchten den mdglichen Unterschied zwischen den Gruppen
durch eine mechanische Testung der verheilten Knochen.®*'?™ Es gilt jedoch zu
beriicksichtigen, dass Einmaltestungen am Ende des Versuches irrefithrend sein
konnen, da ein etwaiger Unterschied zwischen den Gruppen zu einem fritheren
Zeitpunkt bestanden haben konnte. Um dieses Problem zu vermeiden, wurde in
einigen Studien die gesamte Untersuchungsgruppe zu verschiedenen Zeitpunkten
gemessen, welches bei einer destruktiven biomechanischen Testung zu einer
entsprechenden Erniedrigung der Fallzahl fiihrte. Die neu entwickelte, nicht
destruktive in-vivo Messung der Steifigkeit ermoglichte in der vorliegenden
Untersuchung die kontinuierliche Erfassung der Regeneratfestigkeit bereits wihrend
des Versuches. Hier konnte bereits zu Beginn der Konsolidierungsphase ein
signifikanter Unterschied zwischen der GH-Gruppe und der Kontrollgruppe fest-
gestellt werden. Dies weist auf einen stimulierenden Einfluss von GH bereits in der
Distraktionsphase hin. Der Verlauf der in-vivo Steifigkeit aufgetragen gegen die Zeit
zeigt wihrend der Regeneratkonsolidierung einen Vorsprung der behandelten
Gruppe von einer Woche gegeniiber der Kontrollgruppe. Um die im vorliegenden
Experiment erstmals eingesetzte in-vivo Steifigkeitsmessung zu validieren, wurde
das Versuchsende so geplant, dass mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit auch in der
destruktiven post-mortem Testung eventuelle Unterschiede zwischen den Gruppen
gemessen werden konnen. Im Unterschied zu einer sogenannten kritischen Defekt-
grofle ist basierend auf den Vorversuch zu erwarten, dass beide Gruppen verheilen
und somit nach einer geniigend langen Versuchszeit keine Differenz in den mecha-
nischen Eigenschaften mehr vorliegt. Im vorliegenden Versuch konnten die Werte

der in-vivo Messung durch die Testung in der Materialtestmaschine bestétigt werden.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass rekombinantes GH mdglicherweise eine
Option zur Verbesserung der Frakturheilung darstellt. Insbesondere die systemische
Anwendbarkeit bietet Vorteile gegeniiber den derzeit propagierten Anséitzen. Sowohl
autologe und allogene Knochentransplantation als auch synthetische Implantate und
die Applikation von Wachstumsfaktoren erfordern es, die Frakturzone bzw.
Distraktionszone operativ darzustellen. Die vorliegende Studie ldsst jedoch wichtige
Fragen unbeantwortet: Studien zur Beziehung zwischen Dosis und Wirkung von GH
stehen noch aus, ebenso muss die komplette Verheilung einer Fraktur oder
Distraktionszone und das Remodeling der Kallusmanschette unter GH-Medikation
abgewartet werden. Auch die in dem vorliegenden Versuch gefundene Erh6hung des
IGF-I Serumspiegels um mehr als des vierfache ist fiir die klinische Applikation
zuriickhaltend zu betrachten. Die Dosierung von 100 ng/kgKG/Tag ist gewdhlt
worden, weil sie die Ausschiittung von endogenem Wachstumshormon beim
Schwein sicher unterdriickt und somit interindividuelle Schwankungen des GH-
Spiegels bei den Versuchstieren limitiert.””" Ob ein derart hoher IGF-I Spiegel in
der klinischen Anwendung signifikante Nebenwirkungen hervorrufen wiirde, ist
derzeit nicht geklart. Trotz dieser noch ausstehenden Untersuchungen stellt jedoch
die Gabe von GH nach Ansicht des Autors zumindest bei der
Distraktionsosteogenese eine lohnende Therapieoption dar, welcher weiter klinisch

und experimentell nachgegangen werden sollte.
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34 NEBENWIRKUNGEN DES WACHSTUMSHORMONS

Die Tatsache, dass die Therapie mit Wachstumshormon im Rahmen einer
Frakturheilung oder Distraktionsosteogenese an sonst gesunden FErwachsenen
durchgefiihrt wiirde, wirft natiirlich die Frage nach eventuellen unerwiinschten
Nebenwirkungen auf. Ein Uberschuss an Wachstumshormon im Erwachsenenalter
flihrt zur Ausbildung einer Akromegalie. Infolge vermehrten Wachstums
insbesondere von Gesichtsweichteilen und -skelett sowie der Extremitidten kommt es
bei den Betroffenen zu einer selektiven VergroBerung der Akren. Dies ist besonders
bei chronischer Erhohung der endogenen GH-Freisetzung (insbesondere bei
Hypophysentumoren) der Fall. Fiir die kurzzeitige Anwendung von GH bei
Frakturen oder der Distraktionsosteogenese sind derartige Nebenwirkungen nicht zu
erwarten. Als weitere mogliche Nebenwirkungen einer Therapie mit
Wachstumshormon beim Erwachsenen sind diskutiert worden: Manifestierung
latenter Hypothyreosen, Epiphyseolyse des Femurkopfes, die Bildung von
Antikdrpern gegen Wachstumshormon, das Entstehen einer Insulinresistenz, die
Retention von Wasser, Hypertension, Arthralgie sowie die Auslosung eines
Karpaltunnelsyndroms. Ein weiterer Diskussionspunkt ist, ob eine Therapie mit
Wachstumshormon zum Auftreten von Malignomen oder Leukémie fithrt.'**!7"
Beim Menschen wird ein erhdhter Blutspiegel an IGF-I mit der Entstehung von
Brustkrebs bei prdmenopausalen Frauen, Prostata- und Lungenkrebs sowie der
Entstehung von kolorektalen Tumoren in Verbindung gebracht,(7!3%142:130-208.234.350)
Patienten mit Wachstumshormonmangel weisen auch ohne eine Therapie mit diesem
Hormon ein erhohtes Risiko auf, an Leukdmie zu erkranken. Bei Patienten, die an
einem Wachstumshormonmangel leiden und ein Malignom oder Leukdmie
iberstanden haben, weisen die mit Wachstumshormon behandelten nicht hdufiger ein
Rezidiv auf als die ohne Therapie.”>***” Insgesamt lieB sich bisher kein Nachweis
erbringen, dass GH das Auftreten von Malignomen hervorruft oder begiinstigt.
Klinisch weit bedeutender ist ein moglicher diabetogener Effekt des
Wachstumshormons bei einer Langzeittherapie. Es wird berichtet, dass Patienten
unter Wachstumshormongabe eine insulinpflichtige Hyperglykémie entwickelten.'*”
Dieser diabetogene Effekt wurde ebenfalls in Tierversuchen mit Schweinen

beobachtet."*”"*® Kurz nach einer einmaligen Gabe von Wachstumshormon fallt der

Blutzucker ab, steigt dann aber deutlich an. Es kommt zu einer vermehrten
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Insulinausschiittung, um den erhohten Blutzuckerspiegel zu kompensieren, dies fiihrt
zu einer Insulinresistenz bzw. moglicherweise zu einer Erschopfung der
insulinproduzierenden Zellen im Pankreas und damit zu einem Diabetes, der
allerdings nach Absetzen der Wachstumshormontherapie meist reversibel ist. Eine
Insulinresistenz wie auch die Ausbildung von akromegalieédhnlichen Erscheinung-
bildern sind eindeutig dosisabhingig bzw. abhingig von der Dauer der Therapie. Es
sollten Patienten mit grenzwertigem oder manifestem Diabetes mellitus vor einer
GH-Applikation identifiziert werden und von der Behandlung ausgeschlossen sein.
Die weiteren, fiir die Akutgabe beschriebenen unerwiinschten Nebenwirkungen
betreffen vor allem die Fliissigkeitsretention mit ihren Folgen (Carpaltunnel-
Syndrom, Impingementsyndrom der Schulter). Diese Symptome konnen in der Regel
mit einer Dosisreduktion beherrscht werden.®" Im vorliegenden Versuch konnte
kein offensichtlicher Unterschied im Verhalten (Belastung der operierten Extremitit,
Fressverhalten, Gesundheitszustand) zwischen den Kontrolltieren und den mit GH
behandelten Tieren gesehen werden.”™ Serologisch zeigte sich jedoch eine
durchschnittliche Erhéhung des Glucose-Spiegels um 10%. In einem weiteren
Experiment zur Verheilung osteochondraler Defekte erfolgte ebenfalls am Yucatan
Micropig® iiber einen lingeren Zeitraum (6 Wochen) die Gabe der gleichen Dosis 1-
pGH wie im vorliegenden Versuch. Das Verhalten der Tiere (Schmerz,
Fressverhalten, Stress usw.) wurde tierdrztlich nach dem Score von Morton und
Griffiths bewertet; es ergab sich kein Unterschied zwischen den Kontrolltieren und
der mit GH behandelten Gruppe.®®*® Ebenso waren die erhShten Serum-
Glucosewerte gegen Ende des Versuches bei nahezu allen Tieren wieder
normalisiert. Aufgrund der oben angefiihrten Publikationen ergeben sich bestimmte
AusschluBkriterien, welche bei der klinischen Anwendung von Wachstumshormon
im Falle einer Fraktur oder Distraktionsosteogenese sorgfiltig iliberpriift werden
miissen. Um so mehr, da es sich bei diesen Indikationen in der Regel hinsichtlich des

endokrinen Zustandes um eine elektive Situation handelt.
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3.5 SCHLUSSFOLGERUNG

Die vorliegenden Studien konnten zeigen, dass eine Distraktionsosteogenese am
Minischwein durchfithrbar ist. Es erwies sich, dass das Tiermodell Yucatan
Micropig® eine enorme osteogene Potenz besitzt. Die angewandten bildgebenden
Verfahren (QCT, quantitative Sonographie, quantitative DLR) eignen sich, teilweise
unter speziellen Bedingungen, auch zur Vorhersage biomechanischer Eigenschaften
des Regenerates. Mittels der Applikation von rekombinantem porcinen
Wachstumshormon ldsst sich bei der Distraktionsosteogenese am Yucatan
Minischwein die Konsolidierung des Regenerates stark beschleunigen. Die
biomechanischen in-vivo als auch die post-mortem Messungen zeigen, dass es unter
dem Einfluss von GH sowohl zu einer schnelleren Zunahme der Regeneratsteifigkeit
als auch zu einem deutlichen Vorsprung in der Regeneratfestigkeit kommt. Mittels
bildgebender Verfahren und Histomorphometrie konnte eine schnellere
Mineralisierung des Distraktionsregenerates nachgewiesen werden. Letztere
Messungen zeigen auch, dass der Effekt der Regeneratmineralisierung bereits
wihrend der Distraktionsphase beginnt und die Kallusqualitidt unter dem Einfluss
von GH nicht verdndert ist. Histomorphometrisch findet sich unter GH-Einfluss ein
verstiarktes Remodeling der kortikalen Knochenenden, dies findet jedoch keine
Entsprechung im gemessenen Serumparameter der Knochenresorption. Der
vermehrten Mineralisierung des Regenerates konnte die gefundene signifikante
Erhohung des gemessenen Serum-Markers der Knochenformation unter GH-Einfluss
entsprechen. Dieser Marker korreliert signifikant mit dem Serumspiegel des IGF-I.
Dies legt nahe, dass dieser zirkulierende Wachstumsfaktor den knochen-anabolen
Effekt des GH vermittelt. Die Analyse der Serumspiegel der Bindungsproteine des
IGF-I macht deutlich, dass diese zum Teil sowohl von GH beeinflusst sind als auch
wiederum die Verfiigbarkeit des IGF-I im Serum steuern und somit Einfluss auf den

Effekt des applizierten Wachstumshormons nehmen.
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3.6 AUSBLICK

Heutzutage etablierte Indikationen fiir eine Wachstumshormontherapie sind der
hypophysdre Minderwuchs, das Turnersyndrom und andere Formen des
Minderwuchses. Ebenso wird es eingesetzt bei renaler Insuffizienz im Kindesalter
und als Substitutionstherapie bei Erwachsenen mit Wachstumshormonmangel. Die
Ergebnisse der klinischen Studien an Patienten mit hoher metabolischer Belastung,
wie es bei Verbrennungsopfern, Polytraumapatienten und Patienten mit einer Sepsis
der Fall ist, sind widerspriichlich. Die Wachstumshormongaben scheinen hier vor
allem Substrate zu mobilisieren und sich nicht positiv auf den Proteinhaushalt

@683 Wie oben bereits angemerkt, konnen basierend auf den

auszuwirken.
vorliegenden Studien, keine Aussagen zu den lokalen Vorgingen im Regenerat
hinsichtlich des Einflusses von GH auf Zelldifferenzierung, Matrixproduktion,
Rezeptorexpression oder Wachstumsfaktorensynthese getroffen werden. Dies wird
derzeit in einer DFG-geforderten Untersuchung an einem Osteotomiemodell der
Ratte auf molekularbiologischer Grundlage untersucht. Einzelne Kongressver-
offentlichungen aus dieser Untersuchung zeigen in-vivo, dass lokal im Kallus sowohl
IGF-I als auch GH selbst eine Stimulation der Matrixsynthese bewirkt.”> Durch
weitere Untersuchungen auch bei Defektfrakturen und Osteotomien konnte unsere
Arbeitsgruppe die Wirksamkeit des GHs auch auf andere Situationen der
Knochenheilung wie Defektfrakturen und Osteotomien nachweisen.?”*'***” Dies hat
mittlerweile zu einer klinischen Phase-II-Studie gefiihrt, in welcher bei iiber 450
Tibiaschaftfrakturen die klinische FEinsetzbarkeit und Wirksamkeit von
Wachstumshormon iiberpriift wird. Ebenso wurde in einer weiteren Studie eine
positive Wirkung der systemischen Applikation von Wachstumshormon auf die

Verheilung osteochondraler Defekte am GroBtiermodell gezeigt. >

Es ist zu erwarten, dass systemisch applizierbare osteogenetisch wirksame
Substanzen mit ihrem erweiterten Indikationsspektrum in Zukunft die Liegedauer bei
Frakturen verkiirzen helfen und bei der Behandlung von Frakturheilungsstérungen

weitere potente Behandlungsoptionen bieten werden.
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4 Zusammenfassung

Grundlage fiir die vorliegenden Arbeiten bildet das Bemiihen, die sehr lange
Behandlungsdauer bei der Distraktionsosteogenese und die damit verbundene lange
Tragezeit der externen Fixation zu verkiirzen. Es sollte iiberpriift werden, ob die
systemische Applikation von Wachstumshormon (GH) in der Lage ist, die
Regeneratkonsolidierung signifikant zu beschleunigen. Um die Wirksamkeit des
Wachstumshormons zu gewéhrleisten, sollte rekombinantes, spezies-spezifisches GH
Verwendung finden. Als Versuchstier wurde das Yucatan Micropig® gewihlt, da es
sowohl von seinen konstitutionellen Voraussetzungen fiir eine Distraktions-
osteogenese geeignet schien, als auch rekombinantes porcines Wachstumshormon
kommerziell erhéltlich war. In Vorversuchen erfolgte die Entwicklung und der
Finsatz eines Halbringfixateurs, welcher die in-vivo Messung der Steifigkeits-
zunahme im Distraktionsregenerat ermdglichen sollte. Diese in-vivo Messung wurde
als erforderlich betrachtet, da bei der Distraktionsosteogenese die Wirksamkeit einer
Therapie nicht wie bei “critical size*- Defekten durch Verheilen oder Nicht-
Verheilen des Knochens validiert werden kann. Es konnte mittels biomechanischer
und histologischer Untersuchungen gezeigt werden, dass sowohl mit dem
entsprechenden Fixateur, als auch an dem vorliegenden Tiermodell eine
Distraktionsosteogenese durchgefiihrt werden kann. Als Distraktionsgeschwindigkeit
fiir die spdteren Versuche wurden 2 mm / Tag gewéhlt; zum einen um den Einsatz
von GH an “extremen‘ Versuchsbedingungen zu testen, zum anderen da sich das
Yucatan Micropig® als osteogen duBlerst potentes Tiermodell erwies. Ebenfalls an
Vorstudien konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Wachstumshormon in
der gewdhlten Dosierung (100 ng/kgKG/Tag) sowohl eine deutliche Erhéhung des
zirkulierenden IGF-I (gesamtes und freies IGF-I) als auch einen signifikanten
Einfluss auf die Knochenumbauparameter im Serum aufweist. Da die klinische
Beurteilung des Verheilungszustandes eines Distraktionsregenerates bisher als
Standardverfahren das konventionelle Rontgen nutzt und dieses eine fragwiirdige
Aussagekraft besitzt, wurde eine standardisierte Form der quantitativen
Regeneratsonographie mit Hilfe einer speziell angepassten Schablone entwickelt.
Gleichfalls wurde an Hand eines Aluminiumphantoms mittels Digitaler
Lumineszenzradiographie (DLR) eine Aquivalenzdichte des Regenerates zu dessen

vergleichender Quantifizierung bestimmt. Als “gold standard“ der bildgebenden
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Verfahren erfolgte der Einsatz von Quantitativer Computertomographie (QCT),
welche mittels eines Hydroxylapatitphantoms zum Vergleich verwendbare Daten
erheben lieB. Als “hirtester Parameter des Verheilungszustandes der Regenerate
wurde eine torsionale biomechanische Testung in einer Materialtestmaschine
durchgefiihrt. Desweiteren wurden die Regenerate histomorphometrisch an
Hartschnittpraparaten aufgearbeitet. Nachdem die bildgebenden Verfahren an den
biomechanischen Messungen der Materialtestmaschine validiert worden waren und
hohe Korrelationen zeigten, konnten auch diese zur Bewertung des Einflusses von
systemisch applizierten GH auf die Distraktionsosteogenese herangezogen werden.
Uberraschenderweise bot auch die Messung der Eindringtiefe der Ultraschallwellen
in die Mitte des Regenerates (Lokalisation der sog. “fibrous interzone*) eine sehr
gute Korrelation zu den biomechanischen Messungen. Diese Tatsache stellt in
Aussicht, dass zukiinftig die iiberall verfiigbare Sonographie in der klinischen

Bewertung der Regeneratfestigkeit eine groBere Rolle spielen sollte.

Die Applikation von rekombinantem spezies-spezifischen Wachstumshormon bei der
Distraktionsosteogenese zeigte bei dem von uns gewihlten Tiermodell eine
signifikante Beschleunigung der Regeneratkonsolidierung. Die Messungen in der
Materialtestmaschine ergaben eine mehr als verdoppelte Steifigkeit und Festigkeit
der distrahierten Tibiae nach nur 10 Tagen Konsolidierungszeit im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In den in-vivo Messungen zeigten die Regenerate der mit GH
behandelten Tiere im Mittel bereits zu Beginn der Konsolidierungszeit eine
torsionale Steifigkeit wie die Kontrolltiere zum Ende des Versuches. Dieser
Unterschied war iiber den gesamten Verlauf des Versuches signifikant. Die QCT
erbrachte fiir die mit GH behandelten Tiere einen signifikant erhdhten
Mineralisierungsgrad im Regenerat, zum gleichen Ergebnis kam die quantitative
digitale Lumineszenzradiographie und die sonographische Vermessung des
Regeneratdurchbaus. In der histomorphometrischen Aufarbeitung waren die
Kallusmenge und die Knochenmenge in der Versuchsgruppe signifikant hoher,
wiéhrend die Knorpelmenge im Regenerat deutlich niedriger war. Ein Veranderung
der Kallusqualitdt durch die Gabe von Wachstumshormon konnte nicht gesehen
werden. Die Auswertung der in-vivo Féarbungen hatten zum Ergebnis, dass eine
signifikante Menge an Kallus im Regenerat unter dem Einfluss von GH bereits
wihrend der Distraktion gebildet wird, wihrend in der Kontrollgruppe die

Ossifikation des Regenerates erst wihrend der Konsolidierungsphase beginnt. Unter
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dem Einfluss von GH kommt es zu einer signifikanten Anhebung der knochen-
spezifischen alkalischen Phosphatase (b-ALP) im Serum, einem Marker der
Knochenformation, wihrend zu diesem frithen Zeitpunkt der Distraktions-
osteogenese das ICTP im Serum, ein Marker der Knochenresorption, keine
signifikante Anderung erfihrt. Einen Hinweis, dass GH auch das Kallusremodeling
beschleunigen kann, gibt ein Vorversuch mit einer Versuchsdauer von 40 anstatt 25
Tagen. Hier kommt es in der zweiten Versuchsphase zu einem deutlichen Anstieg
des ICTP. Zudem zeigen auch im kiirzeren Hauptversuch in der histomorpho-
metrischen Auswertung die kortikalen Knochenenden, welche voneinander
distrahiert werden, in der GH-Gruppe eine signifikant geringere Dichte. In den
serologischen Untersuchungen fand sich eine signifikante Korrelation zwischen dem
Serumspiegel der b-ALP und dem des IGF-I. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
Wirkung des Wachstumshormons auf das Regenerat durch seinen Mediator IGF-I
bedingt ist.

Nach Ansicht des Verfassers sollten die vorliegenden Untersuchungen dazu fiihren,
den klinischen Nutzen von Wachstumshormon zu {berpriifen. Bei &dhnlicher
Wirksamkeit des GHs konnte dies zu einer signifikanten Verkiirzung der

Behandlungszeit bei der Distraktionsosteogenese fiihren.
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Anhang

VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

Hg
b-ALP

BMP
BW
CT
DEXA
DLR
EAT

FGF
FIZ

GH
GHBP
HA-Aquivalent
ICTP
IGFBP
IGF-1
IGF-II
IVTS
kD

kg
MHz
mrem
PDGF
QCT
rh
r-pGH
STH
TGF-

Mikrogramm

Bone specific alkaline phophatase

Bone Morphogenetic Protein

Bodyweight, Korpergewicht

Computertomographie

Double emmission x-ray absorptiometry

Digitale Lumineszenzradiographie

equivalent aluminum thickness (&quivalente Dicke des
Aluminium-Phantoms)

Fibroblast growth factor

Fibrous interzone

Growth Hormone

Growth Hormone binding protein
Hydroxylapatit-Aquivalent
Carboxy-terminal telopeptide collagen I
IGF-binding protein

Insulin-like growth factor — I
Insulin like growth factor — II
In-vivo torsionale Steifigkeit
Kilodalton

Kilogramm

Megahertz

Millirem

Platelet-derived growth factor

Quantitative Computertomographie
Rekombinant human

Recombinant porcine Growth Hormone
Somatotropes Hormon

Transforming growth factor-f3
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