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1 Einleitunq

1.1 Probleme der Frakturheilung

Frakturen und deren Folgen begegnen uns fast jeden Tag. Sie sind eines der
gréBten klinischen Probleme in der Unfall- und Orthopéadischen Chirurgie und sind
nicht selten mit einer Erkrankung des Knochens assoziiert.

Sportverletzungen, Unfélle, zu hohe Belastungen oder aber auch
Strukturveranderungen des Knochens selbst, sind nur einige Beispiele flr
Frakturursachen.

Als Folgen resultieren eine eingeschrankte Bewegungsfahigkeit, Immobilisation,
geringere Belastbarkeit und demzufolge eine Minderung oder gar eine dauerhafte
Einschrankung der Lebensqualitat.

Ein weiterer wichtiger Aspekt sind die soziobkonomischen Folgen von Frakturen,
welche aus den anfallenden Kosten der Versorgung, der Nachsorge, der
Rehabilitation, der Behandlung von Folgeschaden sowie der gegebenenfalls
assoziierten Arbeitsunfahigkeit resultieren.

Um eine Vorstellung vom AusmaRB der Belastung des Gesundheitssystems durch
Frakturen zu bekommen, muss man sich vor Augen flihren, dass allein in den
USA jahrlich ca. 6 Millionen Frakturen auftreten, wovon ungefahr 10% mit
Komplikationen durch gestérte Ablaufe der Knochenheilung behaftet sind'* und
dass allein durch Osteoporose und die damit assoziierten Behandlungen taglich
allein in Europa ein Budget von 24 Mio. Euro bendtigt wird*,

Die Traumatologie, d.h. die Versorgung von Verletzungs— und Unfallfolgen stellt
einen der altesten Zweige der Medizin dar. Die Reposition und Schienung
frakturierter Knochen ist bereits mehrere tausend Jahre alt. Schon die
babylonische Medizin bediente sich exakter Techniken zur Behandlung von
Knochenbriichen und Luxationen. Anatomisch fundierte Handgriffe zur Reposition
sowie mechanische Hilfsmittel zur Erzeugung einer Dauerextension sind auch von
Hippokrates beschrieben worden®. Man hatte damals nicht nur das Wissen, dass
der gebrochene Knochen wieder zusammenheilen wird, man wusste
Uberraschenderweise auch, dass die Art und Weise mit der der Knochen die
Heilung vollzieht, von der Stellung der Frakturenden und der Immobilisation
abhangig ist. Die Autoren der hippokratischen Schriften formulierten ihr Wissen
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damals so: ,Ferner aber erlangen auch alle Knochen ihre Festigkeit wieder, wenn
sie nicht, in natdrlicher Weise gelagert, in ein und derselben Stellung regungslos
verharren, und die Kallusbildung wird eine schwachere**. Diese Formulierung
zeigt, dass Frakturheilung und Kallusbildung bereits damals bekannte Begriffe
waren, die es galt ndher zu erforschen.

Die Mechanismen der Frakturheilung sollten jedoch nicht als einzelne Vorgange
betrachtet, sondern als komplexer Zusammenhang der Skelettbiologie gesehen
werden. Die Frakturheilung, bestehend aus der Interaktion von Hormonen,
Zytokinen, extrazellularer Matrix und verschiedenen Wachstumsfaktoren'”4%:77:94
muss also als ein komplexer Prozess verstanden werden.

So zeigte sich in den letzten Jahren ein rapider Fortschritt auf dem Gebiet des
molekularen Verstandnisses der Frakturheilung, der letztendlich zu neuen
experimentellen Therapien, wie z.B. der Applikation von bone morphogenetic
proteins und Wachstumsfaktoren fiihrte®*. Trotz der Tatsache, dass die Bedeutung
der therapeutischen Intervention in all den Jahren signifikant gestiegen ist, wird die
Biologie der Frakturheilung immer noch nicht vollstadndig verstanden.

So existiert bis heute keine Therapie, die routinemaBig bei Patienten mit
Knochenbriichen angewendet werden kann, um deren Frakturheilung zu

verbessern oder gar zu beschleunigen.

Einer der wohl wichtigsten Bausteine im Prozess der Knochenhomdostase sind
die Sexualhormone Ostrogen und Testosteron. Von ihnen ist bekannt, dass sie am
Prozess des Knochenremodelings beteiligt sind und einen wichtigen Einfluss auf
das Gleichgewicht des Skelettsystems haben.

Obwohl zum einen belegt ist, dass sie fir die Entwicklung des Knochens wéhrend
des Wachstums unabdinglich sind und entscheidend die Starke des Knochens
verbessern, ist es Uberraschend und erstaunlich, dass trotz vieler Daten Uber
Sexualhormone und ihren Einfluss auf den Knochen, die Rolle dieser fir den
Knochen so wichtigen Hormone Ostrogen und Testosteron in der Frakturheilung
bis heute nicht klar definiert ist.

Unter diesem Gesichtspunkt ware es interessant, wenn man zusétzlich zu dem
groBen Wissen (iber den vielfaltigen Einfluss von Ostrogen und Testosteron auf
das Skelettsystem, auch den Einfluss der Sexualhormone auf die
Reparationsmechanismen des Skelettsystems genauer ergriinden kdnnte. Alles in
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Hinblick auf die Hypothese, dass Sexualhormone zur Verbesserung und
Beschleunigung der Frakturheilung nach intramedullarer Nagelung benutzt werden

kdénnten.

1.2 Frakturheilungsmodulationen in der Literatur

Dass das Interesse und die Forschung in Bezug auf Verbesserung und
Beschleunigung der Frakturheilung keine neuen Ansatze sind, wird deutlich, wenn
man in der Literatur zu diesem Thema nachschlagt. So gibt es vielerlei
verschiedene Ansatze und Herangehensweisen, um sich diesem Thema zu

widmen.

So hat sich z.B. die Arbeitsgruppe um Lee® mit der Verbesserung der
Frakturheilung durch die in den letzten Jahren an Bedeutung gewinnende
Gentherapie beschéftigt. In ihrer Studie isolierten sie menschliche
Skelettmuskelzellen und behandelten sie ex vivo mit Adeno— und Retroviren so,
dass sie hinterher in der Lage waren, bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) zu
expremieren. Die so behandelten Zellen wurden in nicht heilende Knochendefekte
von SCID-Mausen implantiert und der Verschluss der Knochendefekte wurde
nach 4 und 8 Wochen makroskopisch und histologisch ausgewertet. Mause,
welche die BMP-2 produzierenden menschlichen Muskelzellderivate erhalten
hatten, zeigten einen vollstéandigen Verschluss der Knochendefekte wahrend nicht
behandelte SCID-Mause weiterhin einen Defekt aufwiesen.

In dieser ex vivo Studie wird gezeigt, dass mit Hilfe der relativ jungen Gentherapie
eine Modulation der Frakturheilung mdglich war.

Eine véllig andere Herangehensweise zeichnet dagegen die Studie von Hu und
Mitarbeitern*® aus. In ihr wird eine Beschleunigung der Frakturheilung mit Hilfe der
Anwendung verschiedener Serien von alter traditioneller chinesischer Medizin
beschrieben.

Anhand dieser zwei, aus zeitlich sehr weit auseinanderliegenden Wissens— und
Forschungsstanden resultierenden Ansatze, der Gentechnik und der alten
chinesischen Medizin, Iasst sich ersehen, dass man sich dem goldenen Weg zur
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Verbesserung der Frakturheilung aus verschiedenen Richtungen nahern kann, ihn
aber noch nicht endgultig gefunden hat.

Einige der in den letzten Jahren angefertigten Arbeiten nutzten die Mdglichkeiten
der Mausgenetik, indem die Frakturheilung in Mausen mit unterschiedlichen

Gendeletionen untersucht wird.

Eine sehr interessante Arbeit zu diesem Thema lieferte die Gruppe um Zhang®,
die Cyclooxygenase—1 (Cox—1) und Cyclooxygenase—2 (Cox—2) defiziente Mause
untersuchte. Es wurden standardisierte Tibiafrakturen gesetzt und die
Heilungsdauer untersucht. Die Heilung in den Cox—2 defizienten Mausen war
gegeniber den Kontrollen und den Cox—1 defizienten Mausen deutlich verzdgert.
Der Defekt in der Osteogenese lieBB sich durch Zugabe von Prostaglandin—E2
(PGE) komplett aufheben. Bei Anwesenheit von BMP-2 war die bone nodule
formation gleich der, wie bei Zugabe von PGE(2) allein.

Weiterhin fand die Gruppe heraus, dass die Kulturen von den Cox—2 defizienten
Mausen deutlich niedrigere Level von Osterix und Runx2, zwei flr die
Knochenformation unabdingbaren Genen, aufwiesen. Diese Resultate stellen ein
fur Frakturheilungsmodulationen interessantes Modell vor, in welchem Cox-2 die
Induktion von Runx2 und Osterix im normalen Reparationsvorgang des Skelettes
steuert.

Im Rahmen dieser Studien trat ein weiterer interessanter Aspekt zu Tage. So
konnten Simon und Mitarbeiter® in einer Studie zur Frakturheilungsmodulation
zeigen, dass die Frakturheilung und die Entwicklung des Skelettes
unterschiedlichen Regelkreisen unterliegen missen. Mause mit einem Mangel an
Cox—2 zeigten trotz deutlich verzdgerter Frakturheilung einen normalen
Skelettaufbau.

Anhand der oben aufgefiihrten Studien soll ein kleiner Einblick in die Vielfaltigkeit
der bis dato zum Thema Frakturheilungsmodulation angefertigten Arbeiten
gegeben werden. Jede dieser verschiedenen Herangehensweisen an die
Modulation der Frakturheilung stellt interessante und fir eventuelle spatere
klinische Anwendung wichtige Daten vor.
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Uberraschenderweise fallt jedoch bei allen Literaturrecherchen auf, dass es trotz
vielfaltiger Studien zur Knochenbruchheilung nach wie vor keine Arbeit gibt, die
den Einfluss der fiir die Skelettentwicklung und spatere Skeletthomdostase so
essentiellen Sexualhormone, Ostrogen und Testosteron, auf die Frakturheilung
abschlieBend und zufriedenstellend klart.

Bevor jedoch eine Zusammenfassung der heutigen wissenschaftlichen
Vorstellungen und Erkenntnisse Uber die Frakturheilung und Kallusbildung
dargestellt werden kann, sollte erst der Skelettaufbau, die Skeletthomdostase und

deren Regulationsmechanismen genauer beschrieben werden.

1.3 Das Skelett

Das Skelettsystem hat verschiedenste Aufgaben zu erflllen. Es gibt dem Kérper
zum einen strukturelle Unterstitzung, ermdglicht den aufrechten Gang und
verschiedenartigste Bewegungsablaufe, zum anderen umhillt es die inneren
Organe und schiitzt sie so vor duBeren Einwirkungen®. Weiterhin ist es fir das
menschliche Leben unabdingbar, da es das Knochenmark als Blutbildner
beherbergt”.

Des Weiteren fungiert das Skelettsystem als Reservoir fur Calcium— und
Phosphationen und spielt eine wichtige Rolle fir die Homdostase dieser
Minerale®®.

Scheint das Skelettsystem auf den ersten Blick auch der stabilste und am
wenigsten veranderliche Teil des Kbrpers zu sein, fallt bei genauerer Betrachtung
jedoch auf, dass es sich in einem standigen Wandel befindet. Da es sich dabei um
einen sehr langsamen Prozess handelt, bleibt er dem Auge jedoch normalerweise
verborgen. Dieser standige Umbau ist die Grundlage daftir, dass sich der Knochen
an die aktuelle funktionelle Belastung adaptieren kann. Stark belastete Strukturen
werden verstarkt, an wenig belasteten Stellen kommt es zur Knochenresorption
und defekte Bereiche werden repariert. Dieser Prozess wird Remodeling
genannt’.

Die Zellpopulationen von Endost, Havers—Systemen und Periost bilden die
Blasteme dieses Umbaus. Sie bauen als Osteoklasten alten Knochen ab, als
Osteoblasten neuen Knochen auf. Im Falle einer Fraktur wird die osteogenetische
Potenz der eben erwahnten Blasteme akut gesteigert, um die Frakturzone rasch
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zu stabilisieren und danach wieder zu einer funktionell optimalen Struktur
umzubauen®.

Zu den Konditionen fur eine ungestdrte Frakturheilung zahlen der Kontakt der
Bruchfragmente, eine ausreichende Durchblutung dieser Fragmente und eine
Ruhigstellung des Knochenbruches®'.

1.4 Knochenzellen

Die Aufgabe, den ausgewachsenen Knochen an alle diese Anforderungen
anzupassen, wird im Wesentlichen von drei hochspezialisierten Zelltypen
dbernommen: Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten. Die beiden
erstgenannten Zelltypen fungieren dabei als Antagonisten im Wechselspiel von
Knochenbildung und Knochenresorption.

Auf der Seite der Knochenbildung steht der Osteoblast. Osteoblasten stammen
von mesenchymalen Vorlduferzellen ab, die sich aus mesodermalen
Keimbahnzellen entwickeln'.

Der Mechanismus tber welchen die Ausbildung zum Osteoblasten gesteuert wird,
ist noch nicht ganzlich geklart, jedoch wurde herausgefunden, dass der core
binding transcription factor, Runx2, essentiell fur die Differenzierung der
Osteoblasten ist. Die Unabdinglichkeit dieses Faktors wird mit einer Studie belegt,
die zeigt, dass Mause denen dieser Faktor Runx2 fehlt, keine Ossifikation des

Knorpels zeigen®*°®

. Heterozygote Tiere zeigen einen Phanotyp mit offenen
Fontanellen, abnormaler Zahnbildung, kleiner Statur und hypoplastischen
Claviculae®, ein Krankheitsbild welches als CCD (cleidocraniale Dysplasie)
bekannt ist.

Terminal differenzierte Osteoblasten synthetisieren Osteoid, die Knochenmatrix,
die zum groBten Teil aus Kollagen Typ—l besteht. Durch Anlagerung von
Hydroxylapatitkristallen an diese organische Matrix bildet sich die mineralisierte
Knochensubstanz®*"°.

Nach Ablauf der physiologischen Lebensspanne gehen die aktiv sezernierenden
und formenden Osteoblasten durch Apoptose unter, werden bone—lining cell’s
oder Osteozyten. Die Funktion der bone—-lining cell’s ist noch nicht vollstandig
geklart, aber es wird angenommen, dass sie eine Rolle in der Aktivierung des

Prozesses des Knochenremodelings spielen®.
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Auf der Seite des Knochenabbaus steht der Osteoklast. Um zu verstehen, dass
der Osteoklast eine der wichtigsten Zellen im Knochenstoffwechsel darstellt, muss
man sich vor Augen flhren, dass er die einzige Zelle mit der Fahigkeit zur
Knochenresorption ist®'®. Da Osteoklasten die einzigen Zellen sind die Knochen
resorbieren kénnen, sind sie fir jede Knochenumstrukturierung, auch fir die, die
im Rahmen der Frakturheilung auftritt, von besonderer Bedeutung. Eine
Frakturheilungsstérung bei gesteigerter Resorption und / oder verminderter
Knochenneubildung ist unmittelbar nachvollziehbar. Aber auch eine zu geringe
Resorptionsfahigkeit verhindert die nétige Dynamik eines ideal an die, nach einer
Fraktur, verédnderten biomechanischen Verhélinisse angepassten Knochen-
remodelings®®.

Um die Funktionsweise des Osteoklasten besser zu verstehen, soll er kurz
charakterisiert werden. Der Osteoklast ist eine groBe, mehrkernige,
knochenresorbierende Zelle, die von hamatopoetischen Vorlaufern aus der
Monozyten / Makrophagen Linie abstammt. Er wird durch die Fusion von
mononukledren Zellen gebildet und ist charakterisiert durch die Ausbildung einer
sogenannten ruffled border, welche aus einem Komplex von eingewdlbter
Plasmamembran und einem prominenten Zytoskelett besteht.

Er ist reich an lysosomalen Enzymen, einschlieBlich tartrate—resistant acid
phosphatase (TRAP).

Eine essentielle Voraussetzung fir die Resorption ist die Bindung von
Osteoklasten an die Knochenoberflache. Sie wird durch Integrine, potentielle
Liganden wie Osteopontin, Knochen—Sialoprotein, Thrombospondin, Osteonectin
und Typ—I Kollagen vermittelt. Morphologisch muss die Bindung von Osteoklasten
an die Knochenoberflache als ein Aktin—enthaltender Ring gesehen werden®?, der
den Birstensaum (ruffled border) komplett umschliet.
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Abb.1: Schema eines aktiv resorbierenden Osteoklasten. Wasserstoffionen und proteolytische
Enzyme werden auf der knochenzugewandten Seite des Osteoklasten sezerniert. Das entstehende
saure Milieu im Resorptionskompartment fiihrt zur Ldsung anorganischer Bestandteile des
Knochens, so dass die freigelegten organischen Bestandteile von den Enzymen degradiert werden
kénnen.  (Untersuchungen zur osteoklastdren  Knochenresorption im Rahmen der
Skeletthomoostase, Arndt Friedrich Schilling, 2002)

Wahrend des Prozesses der Knochenresorption werden Wasserstoffionen durch
Carboanhydrase 2 erzeugt und mit Hilfe einer Protonenpumpe (ATP6i) durch die
Plasmamembran gebracht, um das Knochenmineral aufzulésen. Im Anschluss
werden lysosomale Enzyme, wie Kollagenase und Kathepsine, sezerniert, welche
organische Anteile der Knochenmatrix zersetzen.

Die Aktivitat der Osteoklasten ist aber auch durch die Apoptose bestimmt, denn
genau wie die Osteozyten, sind die Osteoklasten terminal differenzierte Zellen mit
einer begrenzten Lebensdauer. Wahrend die Zytokine Interleukin I, TNF—a und M-
CSF alle einen Riickgang der Osteoklastenapoptose bewirken®” und damit die
Lebensdauer dieser Zellen verldngern, steigert das Sexualhormon Ostrogen
interessanterweise die Apoptoserate der Osteoklasten*® und verkiirzt damit die
Schaffensperiode dieser Zellart. Dies ist ein weiterer Grund fur die Auswahl des
Sexualhormons Ostrogen fiir Untersuchungen auf dem Gebiet der Verbesserung
oder gar Beschleunigung der Frakturheilung.

Die Bedeutung dieser Vorgange auf den Knochenstoffwechsel zeigt sich in Gen—
Mutationen. Diese sind z. B. mit dem Krankheitsbild der Osteopetrose®
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vergesellschaftet, welches zum ersten Mal vom Hamburger Professor Heinrich
Ernst Albers-Schénberg beschrieben wurde’.

Ebenfalls zu Stabilitdtsverlust, und zwar durch Abbau von Knochen, flihrt eine
Uberfunktion der Osteoklasten. Wichtigstes Beispiel hierfiir ist die Osteoporose,
bei der es zu einer Stimulation der osteoklastaren Resorption nach Ausfall der
Gonadenfunktion kommt. Die Wahrscheinlichkeit, eine Wirbelkdrperfraktur zu
erleiden steigt ab dem 60. Lebensjahr um das 20fache, das Risiko eine
Schenkelhalsfraktur zu erleiden sogar um das 50fache®.

Eine Stérung der Osteoklastenphysiologie erhéht somit nicht nur die
Wabhrscheinlichkeit, dass ein Knochen bricht, sondern beeintrachtigt auch den

anschlieBenden Heilungsproze 3°%%°.

Als dritte Zellart im Skelettsystem sind die Osteozyten zu erwahnen. Sie sind
kleine flache Zellen in der Knochenmatrix und liegen in den Lakunen des
Knochengewebes. Eine Besonderheit dieser Zellen ist, dass sie miteinander
verbunden sind und weiterhin auch mit den osteoblastaren Zellen auf der
Knochenoberflache mit Hilfe eines kanalartigen Netzwerkes, das extrazellulare
Knochenfliissigkeit enthalt, in Verbindung stehen®. Die zytoplasmatischen
Vorspriinge der Kanalikuli kommunizieren via gap junctions und erméglichen den
Osteozyten die Reaktion auf mechanische und biochemische Stimulation®*”".

Es wird angenommen, dass Osteozyten eine zentrale Rolle bei der Antwort auf
mechanische Stimulation haben, d. h., dass sie die mechanische Belastung
registrieren und daraufhin eine angemessene Modeling— oder Remodelingantwort
mit Hilfe mehrerer chemischer Botenstoffe, wie z.B. Glukose—6—phosphat
Dehydrogenase und Insulin—-like growth factors geben. Hierflr gibt es jedoch
bisher keine in vivo Evidenz, so dass die Frage nach der Umschaltung
mechanischer in biologische Signale im Knochen bisher ebenso wenig
abschlieBend beantwortet ist, wie auch die nach der Osteozytenfunktion.

Die eben beschriebenen Zellen und ihre spezifischen Funktionen spielen eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Skeletthom&ostase durch die Prozesse
des Modeling und Remodeling.
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1.5 Modeling und Remodeling

Der Prozess des Knochen—Modeling setzt sich aus den Faktoren Wachstum und
Formgebung des Knochens zusammen. Es tritt in den ersten zwei Dekaden des
Menschenlebens auf, da im Laufe dieses Zeitabschnitts die Wachstumsfugen
noch offen sind.

Im reifen Skelett des Erwachsenen tritt Modeling z.B. noch als Antwort auf
vermehrte biomechanische Beanspruchung wie etwa Krafttraining auf, wobei die
Fahigkeit des Skelettes zu diesem Prozess mit steigendem Alter deutlich abnimmt.
Ein fOr diese Arbeit wichtiger Aspekt ist, dass Modeling auch im Verlauf des
Frakturheilungsvorgangs zu Tage tritt®. Im Laufe dieses Vorgangs umfasst das
Modeling nicht nur die Knochenformation sondern auch die Resorption, wobei die
Formation gegentber der Resorption Uberwiegt und beide Prozesse scheinbar
zeitlich und raumlich nicht aneinander gekoppelt sind, wie dies beim Remodeling
der Fall ist.

Knochenresorption durch Osteoklasten, die gleichzeitig an vielen Stellen des

Kérpers Knochensubstanz —abbauen'®®, sowie Knochenformation durch

1335 welche Osteoid sezernieren, dass in der Folge mineralisiert

Osteoblasten
wird, flhren im Rahmen des Remodelings zu einem standigen Umbau des
Knochens. Erst durch diese permanente Erneuerung des Knochens erhalt das
Skelett die Flexibilitat, sich an veranderte Belastungssituationen anzupassen und
jederzeit die Knochenstruktur optimieren zu kénnen.

Resorption und Formation sind unter physiologischen Bedingungen dabei so
balanciert, dass am Ende ein stabiler, allen Anforderungen gentigender
Knochenbau steht. Die zielgerichtete Aktivitdt von Osteoklasten, die durch
Resorption der von Osteoblasten gebildeten Knochensubstanz die biomechanisch
optimierte dreidimensionale Struktur geben, ist fir diesen Prozess essentiell.
Folglich fihren Beeintrachtigungen dieser Funktionen unweigerlich zu

pathologischen Veranderungen des Skelettsystems.
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1.6 Systemhormone:

Viele der uns bekannten Systemhormone Uben einen Einfluss auf das
Knochenmodeling und —remodeling aus. Innerhalb dieser Gruppe spielen die
Sexualhormone Ostrogen und Testosteron die wichtigste Rolle beim Einfluss auf
eben diese Vorgéange.

Zusatzlich zu Sexualhormonen haben auch das Parathormon (PTH), die
Schilddriisenhormone, Wachstumshormone und Glukokortikoide einen Einfluss
auf das Remodeling.

Die meisten dieser Hormone wirken Uber die Produktion von lokalen Faktoren und
interagieren zusatzlich auch mit der mechanischen Belastung, um das Modeling
und Remodeling den Anforderungen entsprechend zu gestalten®®.

1.7 Sexualhormone und Knochen

Die Tatsache, dass Sexualhormone einen Einfluss auf den Knochen haben, ist gut
bekannt und untersucht. Sie sind fir die Knochenformation und die Entwicklung
des Knochens wahrend des Wachstums unabdinglich. Weiterhin sind sie in die
eben erérterten Vorgange des Remodelings und die Aufrechterhaltung der
Homdostase des Skelettsystems involviert und verbessern auf diese Weise die
Stérke des Knochens.

Hervorzuhebende Eigenschaft der Sexualhormone ist ihre F&higkeit, den
postmenopausalen Verlust an Knochenmasse zu verhindern oder aufzuhalten.
Diese Eigenschaft wird im klinischen Alltag weltweit stark genutzt und sie

unterstreicht die klinische Bedeutung der Sexualhormone®®.
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1.8 Ostrogen

OH
H;C

HO

Abb. 2: Strukturformel von 17p—Ostradiol®

Jedes einzelne der natirlich auftretenden Ostrogene, zu welchen 17-beta—
Ostradiol (E2), Ostron (E1) und Ostriol (E3) gehdren, sind C—18-Steroid Derivate
von Cholesterol. Dieses wird nach der Bindung an Lipoprotein—Rezeptoren von
den Zellen aufgenommen, gespeichert und zu den Orten der Steroidsynthese
transportiert. Die verschiedenen Steroide werden durch die Reduktion der C—
Atome von 27 auf 18 gebildet.

Weiterer Schritt ist der Transfer von Cholesterol aus dem Zytosol zur inneren
Mitochondrienmembran, wo das Enzym Zytochromoxidase P450 lokalisiert ist. Der
Transferprozess wird von dem steroidogenetic acute regulatory protein gesteuert,
das als essentieller Faktor in diesem Prozess gilt*’. Als Beleg dafiir dient die
Beobachtung, dass Mutationen dieses Proteins zu einer Unfahigkeit der
Steroidsynthese fiihren und deshalb potentiell letal enden®.

Letzter Schritt in der Entstehung des Ostrogens ist die Aromatisierung, die vom
P450-Aromatase—Monooxygenase—Komplex katalysiert wird.
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1.8.1 Synthese
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Abb. 3: Ovarielle Synthese, Transport und Metabolismus von (3strogen1

Hauptbildungsort des Hormons Ostradiol bei Frauen sind die Theca— und

Granulosazellen der Ovarien und die luteinisierten Derivate dieser Zellen. Wenn

man sich auf die twocell-Theorie der Ostrogensynthese bezieht, sezernieren die

Theca—Zellen Androgene, die zu den Granulosazellen diffundieren und dort zu

Ostrogenen aromatisiert werden*?

Interessant ist, dass es Belege daflir gibt, dass beide Zelltypen in der Lage sind,

sowohl Androgene als auch Ostrogene zu bilden®. Die Aromatase—Aktivitat wurde
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|59 t60

weiterhin auch im Muskel®®, im Fett®®, in Nervengewebe® und in den Leydig—
Zellen des Hodens® nachgewiesen.
Die zwei anderen Vertreter, Ostron und Ostriol, werden dagegen hauptsachlich in

der Leber aus Ostradiol gebildet.

1.8.2 Wirkungen

Die spezifischen Wirkungen von Ostrogen hangen von der Struktur des Hormons,
des Subtyps oder der Isoform des Ostrogenrezeptors, den Eigenschaften des
Zielgen—Promoters und der Balance zwischen Co—Aktivatoren und Co—
Repressoren ab.

1.8.3 Ostrogen Rezeptoren

DBD HBD
1 595
AF-1 AF-2
1 530

Abb. 4: Struktur und funktionelle Domanen von Ostrogenrezeptor alpha (ER—a) und
Ostrogenrezeptor beta (ER—B). Die Prozentangaben beziehen sich auf die strukturelle Homologie
der jeweiligen Doméane der zwei Rezeptorsubtypen. Diese sind &hnlich in Ratte, Maus und
Mensch.

Es gibt zwei Subtypen des Ostrogen Rezeptors mit jeweils mehreren Isoformen
und Splice—Varianten eines jeden Subtyps. Der erste Subtyp, der klassische
Ostrogen— Rezeptor—alpha*!, wurde erstmals 1986 geklont.
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Der zweite Subtyp, Ostrogen—Rezeptor—beta, wurde erst spater entdeckt °'. Diese
beiden Rezeptoren variieren in ihrer Struktur und die fur sie codierenden Gene
liegen auf verschiedenen Chromosomen.

Wenn man die DNA-bindende Domane der beiden Rezeptoren vergleicht, fallt
eine relativ groBe Ubereinstimmung auf, wohingegen die Gesamthomologie der
Rezeptoren doch eher gering ist. Als Resultat dessen, und das ist ein wichtiger
Punkt, binden unterschiedliche Liganden mit verschiedener Affinitat an die beiden
Subtypen.

Auch die Auspragung der Rezeptoren in den verschiedenen Geweben ist nicht
gleichmé&Big und es gibt in ihrem Vorkommen Uberlappungen. So enthalten z.B.
Granulosazellen, Lunge, Niere, Knochenmark und auch Knochen hauptséachlich
den Subtyp ER-beta®. Im Kontrast dazu enthalten das ovarielle Stroma, das
Endometrium und Brustkrebszellen hauptséchlich ER-alpha.

Als ein Beispiel fur die unterschiedliche Funktion der beiden Subtypen und ihre

Abhangigkeit vom jeweiligen Geschlecht mag folgende Studie dienen.

Zum Nachweis der Funktion der Rezeptoren bedienten sich die Autoren der
folgenden Arbeit eines Defizienz—Modells. Ihnen gelang bei vollstandiger Deletion
des ER-alpha der Nachweis eines Abfalls, nicht eines Anstiegs, im
Knochenumbau. Des weiteren war ein Anstieg und nicht etwa Abfall im Volumen
des trabekuldaren Knochens, sowohl in weiblichen als auch in mannlichen
Méausen®, nachweisbar.

Die Deletion des ER-beta hingegen, flhrte erstaunlicherweise in beiden
Geschlechtern zu unterschiedlichen Beobachtungen. In ménnlichen Mausen
zeigte sich keinerlei Auswirkung auf den Knochen. In weiblichen Tieren hingegen,
zeigte sich ein Abfall der Knochenresorption bei Anstieg des trabekuléaren
Knochenvolumens®®. Im Kontrast zu diesen Beobachtungen, zeigte sich bei
gleichzeitiger Deletion beider Rezeptoren ein starker Abfall im Volumen des
trabekuldaren Knochens in Weibchen, welcher mit einem Ruickgang des
Knochenumbaus assoziiert war®.

Zusammenfassend konnte diese Studie belegen, dass die Deletion des ER—-alpha,
nicht jedoch des ER-beta, zu einem groBen Unterschied im zirkulierenden Level
von Ostradiol und Testosteron fiihrt, was wiederum das Remodeling und die
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Knochenmasse affektiert®®und somit die Wichtigkeit des ER-alpha fiir den

Knochen erkennen lasst.
Anhand dieser aufgeflhrten Arbeiten ist zusammenfassend zu sagen, dass der far
den Knochen und somit auch fir die Frakturheilung wichtige Rezeptor der

Ostrogenrezeptor—alpha (ER-alpha) ist.

1.9 Testosteron

OH

o’ ,
H

Abb. 5: Strukturformel von Dihydrotestosteron®. DHT stellt die wirksame Form von Testosteron im

Kérper dar.

Bei Betrachtung des in den letzten Jahren durch die Forschung und Wissenschaft
erhaltenen Wissens Uber die Effekte und Wirkungsweisen von Ostrogen, ist (iber
die von Testosteron vergleichsweise wenig bekannt.

Bekannt ist zwar, dass Testosteron fir die Entwicklung des Skelettes und die
Skeletthomdostase verantwortlich ist, aber so bedeutsame Fragen wie z.B. die
Ursache der Entstehung von Osteoporose in Mannern oder der Einfluss von
Testosteron auf die Frakturheilung, ist immer noch nicht vollstandig verstanden.

1.9.1 Synthese

Testosteron ist das starkste der natlrlichen Androgene. Es wird vor allem in den
Leydig—Zwischenzellen des Hodens gebildet, kleine Mengen jedoch werden auch
in der Nebennierenrinde und im Ovar produziert. Diese Bildung wird vom
hypophyséaren LH gesteuert. Der Abbau erfolgt gréBtenteils in der Leber, sowie in
Haut und Prostata. Sein wichtigster Metabolit ist das 5a—Dihydrotestosteron,

welches die wirksame Form darstellt.
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Das interessante an diesem Metaboliten DHT ist, dass fur ihn mitogene Effekte bei
Osteoblasten nachgewiesen werden konnten®®. Des weiteren ist DHT in der Lage
die Aktivitdt der alkalische Phosphatase (ALP) und die der Kollagen Typ-I
Synthese zu regulieren®®. Weiterhin ist DHT, genauso wie Testosteron, in der

18,44

Lage die IL-6 Produktion zu inhibieren und Ubt Uber diese Effekte Einfluss auf

den Knochenstoffwechsel aus.

1.9.2 Wirkungen

Testosteron hat verschiedenste physiologische Wirkungen. Auf das Skelettsystem
hat es in niedriger Dosis eine anregende Wirkung auf die Proliferation des
epiphysaren Knorpels und es férdert das Langenwachstum der Knochen. In hoher
Dosierung allerdings bewirkt es den Schluss der Epiphysenfugen und steigert die
Kalzifizierung.

Als weiteren Wirkungen des Testosterons sind die Ausbildung der sekundéaren
Geschlechtsmerkmale in mannlichen Individuen, sowie die Férderung der
Spermatogenese’ beschrieben worden.

Auf den Stoffwechsel hat es allgemein eine anabole Wirkung, bedingt durch
vermehrte Nukleinsdure— und Proteinsynthese, wobei in den Zielorganen die
Stimulation spezifischer Stoffwechselleistungen erfolgt.

1.9.3 Bedeutunq fiir das Skelettsystem

Genau wie bei Ostrogen, ist die Hauptaktion von Testosteron auf Gewebeebene
die Reduktion der Knochenresorption'®. Ein GroBteil dieser Aktion erfolgt indirekt
durch Aromatisierung von Testosteron zu Ostrogen® und durch die Inhibition der
Knochenresorption durch Senkung der IL—6 Produktion, ahnlich wie es durch
Ostrogen der Fall ist.

Ebenso hat Testosteron, genau wie auch Ostrogen, die Eigenschaft, die
Lebensspanne von Osteoblasten zu verlangern® und die Apoptoserate von
Osteoklasten zu beeinflussen. Als weiterer Aspekt wird fiir Testosteron auch ein

leichter Effekt auf die Osteoblastenproliferation beschrieben2.
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Diese beiden Wirkungsweisen, Stimulation der Proliferation von Osteoblasten und
die Beeinflussung der Osteoklastenapoptose, fihren zu der Eigenschaft von
Testosteron, die Knochenmasse zu erhéhen.

Des weiteren scheint sich Testosteron von Ostrogen dahingehend zu
unterscheiden, dass es in anderen Stadien der Osteoblastendifferenzierung
eingreift und Osteoblasten an differierenden Orten des Skelettsystems affektiert.
So steigert Testosteron z.B. den periostalen Knochenanbau®, wahrend Ostrogen
auf diesen inhibitorisch wirkt™.

Dieser Unterschied in der Wirkungsweise von Testosteron und Ostrogen ist,
wenigstens zu einem Teil, fir die unterschiedliche Skelettgr6B8e von Mannern und

Frauen nach Ablauf der Pubertat verantwortlich.

1.9.4 Testosteron Rezeptoren

Uber die Wirkmechanismen von Testosteron auf Knochenzellen ist belegt, dass

Osteoblasten und Osteoklasten hoch affinitive Androgenrezeptoren besitzen.

Diese Androgenrezeptoren wurden erstmals 1988 geklont®®°®. Ihre Anwesenheit

wurde in osteoblastenartigen Zellen und in Osteoblasten in vitro®®¢"!

eindeutig
belegt. Ein flr uns interessanter Nachweis von Androgenrezeptoren, namlich in
menschlichem Knochen, dort gefunden in hypertrophen Chondrozyten,
Osteoblasten, Osteozyten, mononuklearen Zellen und dem Endothel der
BlutgefaBe des Knochenmarks, ist in einer weiteren Studie beschrieben worden®.
Zum Bindungsverhalten lasst sich sagen, dass die Affinitdt zur Bindung von
Testosteron und Dihydrotestosteron gleich zu sein scheint '°.

Far die oben genannten Knochenzellen, insbesondere Osteoblasten, Osteozyten
und Osteoklasten, wurde aber auch die Anwesenheit von Ostrogenrezeptoren
(ER) nachgewiesen. Da bekannt ist, dass der ER—a die meisten Effekte auf den
Knochen vermittelt, ist nicht eindeutig geklart, ob die Effekte der Sexualhormone
auf den Knochen in mannlichen Individuen durch Testosteron oder aber auch
durch Konvertierung zu Ostrogen vermittelt werden.

In der Literatur zu diesem Thema recherchierbaren Artikel beschreiben

interessante Beobachtungen.
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So weist z.B. eine mannliche Ratte mit testikularer Feminisierung eine
homozygote Nullmutation des Androgenrezeptor—Gens auf, woraus folglich eine
Androgenresistenz resultiert®. Dieses Tier weist einen weiblichen Skelettphanotyp
auf, zeigt jedoch sonst keinerlei osteoporotische Veranderungen.

Die Aromatase—Defizienz—Maus (ArKO) ist aufgrund einer gezielten Eliminierung
des CYP19 Gens Ostrogen—defizient. Sowohl die mannlichen als auch die
weiblichen ArKO-Mause weisen osteoporotische Veranderungen auf. Durch
Messung des Serum—Osteocalcin—Spiegels und histomorphometrischer Analysen
konnte fir die weiblichen ArKO—Mause ein erhéhter Knochenumbau festgestellt
werden, wahrend die mannlichen Tiere einen verminderten Knochenumbau
aufwiesen®.

Eine vollstdndige Erklarung fir diese Beobachtungen konnte bis jetzt noch nicht

gefunden werden.

1.9.5 Altersbedingte Veranderungen:

Tatsache ist, dass eine Stérung oder Veranderung im Stoffwechsel bezogen auf
die Sexualhormone nicht nur in postmenopausalen Frauen verheerende
Wirkungen haben kann, sondern auch das gealterte mannliche Geschlecht
affektiert®%®"3. Das ist zu ersehen, wenn man bedenkt, dass die Rate der
altersbedingten Huft— und Wirbelkérperfrakturen die von Mannern erlitten wird,

t”° und sich die

50% der Rate der von Frauen erlittenen Frakturen erreicht ha
Kosten durch die Behandlung allein dieser Patientengruppe zur Zeit in den USA

auf ca. 2,7 Milliarden US$ belaufen’.

1.9.6 Mutationsbedingte Verdnderungen:

Auch Mutationen kénnen einen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel austben.
Als ein Beispiel mag eine Studie von Smith et al.®* dienen. In ihr wird Gber einen
Mann mit homozygoter Mutation im ER-Gen berichtet. Dieser Mann weist im
Vergleich mit der Normalbevdlkerung normale Testosteron—Serumspiegel auf, hat
aber erstaunlicherweise trotzdem eine Osteopenie, nicht geschlossene
Epiphysenfugen und einen stark erhéhten Knochenumbau.
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In zwei weiteren sich mit diesem Aspekt beschaftigenden Studien berichten
Morishima et al.?? und Carani et al.?® (iber zwei Manner mit einer homozygoten
Mutation im Aromatase—Gen, welches fiir die Metabolisierung von Testosteron zu
Ostrogen unabdinglich ist.

Diese Manner weisen eine verringerte Knochendichte [bone mineral density
(BMD)] bei erhéhtem Knochenumbau auf. Die Spiegel fir Testosteron waren auch
hier im Normbereich. Einer der Manner erhielt eine Behandlung mit Testosteron,
die jedoch keinerlei signifikante Anderung des Knochenphanotyps zeigte. Dem
anderen Mann wurde eine Therapie mit Ostrogen zuteil, was zu einer signifikanten

Erhéhung der BMD und einer Normalisierung des Knochenumbaus fiihrte.

Anhand der dargelegten Daten ist zu vermuten, dass Testosteron eine Rolle in der
Frakturheilung in beiden Geschlechtern spielen kénnte, aber bezogen auf die
oben angefliihrten Studien muss man die Frage aufwerfen, ob dieser Effekt nicht
durch eine Konvertierung von Testosteron zu Ostrogen begiinstig wird oder gar
gréBtenteils auf diesem Mechanismus beruht und somit nicht ein direkter
Testosteroneffekt ware.

1.10 Verlust der Gonadenfunktion

In der Zeit um die Menopause, also der perimenopausalen Periode, kommt es
infolge des Funktionsabfalls der ovariellen Follikel zu einer stetigen Abnahme der
Ostradiol Produktion und somit zu einem Sinken der Serum—Ostradiol
Konzentration. In eben diesen postmenopausalen Frauen liegt der Serum-—
Ostradiol Spiegel oftmals sogar unter 20 pg/Milliliter (73 pmol/Liter). Der
Hauptbestand an Ostradiol wird zu diesem Zeitpunkt aus Testosteron gebildet.

So gilt es heute als gesichert, dass der stetige Verlust von Sexualhormonen zu
einem wachsenden Verlust an Knochenmasse sowohl in postmenopausalen
Frauen, als auch ebenso in alten Mannern fiihrt"*.

Bezogen auf diese Bevolkerungsgruppe, weist die Osteoporose eine Pravalenz
von annahernd 30% auf und ist ebenso wie die daraus resultierenden Frakturen

noch immer nicht befriedigend therapierbar'’®.
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Bedingt durch Sexualhormondefizienz kommt es nicht nur zum Verlust von
Knochenmasse, sondern auch zu einer Veranderung der Knochenstruktur und
Mikroarchitektur des Knochens und daraus resultierender erhéhter Anfalligkeit fur
Frakturen®'".

Einen  Uberblick Uber das AusmaB der Folgen des stetigen
Knochenmasseverlustes bekommt man, wenn man sich vor Augen fihrt, dass ein
Verlust von nur 10% der Knochenmasse das Frakturrisiko schon verdoppelt”.

Das fUhrt dazu, dass z.B. eine 50jahrige kaukasisch—amerikanische Frau ein
Risiko von 45% mit sich tragt, einmal in ihrem Leben eine osteoporotisch bedingte

Fraktur zu erleiden®'"®.

Abb. 6: Kontaktradiographie einer osteoporotisch veranderten Wirbelsaule. Deutlich zu erkennen
sind die rarefizierte Spongiosastruktur, die fast nur noch aus cranial-caudal gerichteten Elementen
besteht und die multiplen Wirbelkdrperfrakturen (7.—12.Brustwirbelkdrper; Mensch, weiblich, 78
Jahre).

Entgegen weitldufiger Annahme ist dies nicht nur ein Problem postmenopausaler
Frauen. Das wird deutlich wenn man bedenkt, dass nahezu 30% aller
Schenkelhalsfrakturen, eine haufige osteoporotische Fraktur, bei Mannern
auftreten’®.

Da diese haufige Art von Frakturen mit hohen Kosten, Morbiditat und Mortalitat

vergesellschaftet ist und ebenso wie auch alle anderen Frakturen eine mehr oder
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minder starke Einschréankung des taglichen Lebens fiir die Betroffenen darstellt, ist
es wichtig eine mdglichst schnelle, qualitativ hochwertige und erfolgreiche
Behandlung bieten zu kénnen.

Aus diesem Grunde ist es unerlasslich, mehr Uber die Vorgdnge in der
Frakturheilung zu lernen und zu verstehen und den Einfluss sowie die
Wirkungsweise der so elementar in den Knochenstoffwechsel eingebundenen
Sexualhormone Ostrogen und Testosteron, auf den komplexen Prozess der

Knochenbruchheilung weiter zu klaren.
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1.11 Zielsetzung

Bei eingehender Betrachtung der vielfaltigen oben beschriebenen Effekte von
Ostrogen und Testosteron auf das Skelettsystem und die am Knochenauf- und
umbau beteiligten Zellen, verwundert es doch, dass trotz einer Vielzahl von
Studien Uber Sexualhormone und Knochen, nur sehr wenig tber den Einfluss
eben dieser Sexualhormone auf einen so wichtigen und komplexen Prozess wie

die Frakturheilung bekannt ist.

So soll es Ziel dieser Dissertation sein, den physiologischen Knochenheilungs—
prozess in Mausen zu charakterisieren, um so einen verlasslichen physiologischen
Referenzwert fUr die Frakturheilungsmodulationen im Mausmodell zu erstellen.
Anhand dieses Modells soll, durch Modulation der Frakturheilung mit Hilfe des
Sexualhormons Ostrogen, der Einfluss und die Wirkungsweise dieses Hormons
auf den Frakturheilungsverlauf in weiblichen Wildtypmausen dargelegt werden.
Weiterhin soll in dieser Dissertation mit Hilfe des entwickelten Modells evaluiert
werden, ob auch das fir die Skeletthomdostase so wichtige Sexualhormon
Testosteron eine vergleichbare Wirkung auf die Knochenbruchheilung in
mannlichen Tieren entfaltet.

Anhand der erhaltenen Daten und Beobachtungen soll geklart werden, ob mit der
Applikation der Sexualhormone Ostrogen und Testosteron im jeweils
entsprechenden Geschlechtsmodell, die Frakturheilung im Mausmodell nachhaltig
verbessert und im gunstigsten Fall zusatzlich sogar beschleunigt werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuchsgenehmigung

Vor Beginn der Untersuchungen wurde ein Antrag zur Durchfihrung von
Versuchen an Wirbeltieren bei der Behdrde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales
(BAGS), der Freien und Hansestadt Hamburg gestellt. Der Antrag beinhaltet die
Durchfiihrung von Untersuchungen zum Einfluss der Sexualhormone auf die
Skelettreparatur. Alle Versuche dieser Arbeit erfolgten unter Aufsicht des

Versuchsleiters.

Die Experimente dieser Arbeit sind nach Paragraph 8 des Tierschutzgesetzes, in
der Fassung vom 25. Mai 1998 (BGBI.I S. 1106, 1818), durch die Behérde fir
Arbeit, Gesundheit und Soziales (BAGS), der Freien und Hansestadt Hamburg
genehmigt und bestétigt worden.

2.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden nach dem Zufallsprinzip in verschiedene Gruppen
eingeteilt. Jeder Gruppe wurde eine entsprechende Gruppe von Kontrolltieren
zugeteilt, welche bis auf die zu verabreichenden Medikamente, im Falle der
Kontrollgruppen Placebopraparate, einer véllig gleichen operativen Behandlung

und Haltung ausgesetzt waren.

2.3 Versuchsdauer

Um eine optimale Versuchsanordnung gewéhrleisten zu kdénnen, wurde die
Versuchsdauer anhand der physiologischen Frakturheilungsdauer fir die Maus
festgelegt.

Dazu wurde der Frakturheilungsverlauf und die biomechanische Stabilitat in
Wildtypmausen mit den genetischen Background C57blén, zu verschiedenen
Zeitpunkten analysiert (Tag 10, 15, 20 und 40).

Gleichzeitig zur biomechanischen Analyse der in den Experimenten frakturierten

linken Femora, wurden auch die Femora der Gegenseite biomechanisch getestet.
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Anhand dieses Kurvenverlaufes wurde der Tag 20 der Frakturheilung als
physiologische Referenz festgelegt, da zu diesem Zeitpunkt die frakturierten

Femora die Stabilitdt der Femora der Gegenseite wieder erreicht haben.

Anhand der so gewonnenen Daten Uber den physiologischen
Knochenbruchheilungsverlauf in M&usen, wurde fir die Studien der modulierten
Frakturheilung der Tag 20 des Frakturheilungsprozesses als Vergleichswert flir die
Experimente festgelegt, d.h. sowohl die Kontrollgruppen (Placebo), als auch die
Gruppen mit Sexualhormonapplikation (Ostrogen / Testosteron), durchliefen nach
Frakturinduktion einen Versuchszeitraum von 20 Tagen.

Diesen Zeitpunkt findet man bestétigt, wenn man in der Literatur nach anderen
Frakturheilungsexperimenten in Mausen sucht®*.

Anders verhélt es sich in der Versuchreihe zur Beobachtung einer etwaigen
Beschleunigung der Frakturheilung.

In diesen Experimenten wurden die Femora der Tiere mit Ostrogenapplikation mit
denen der Kontrolltiere nach 10, 15 und 20 Tagen verglichen, um ein vorzeitiges
und somit beschleunigtes Erreichen der physiologischen biomechanischen

Stabilitat erkennen zu kbnnen.

2.4 \Versuchstiere

Die in der Studie verwendeten Mause wiesen den genetischen Background
C57blén auf und wurden von der Firma Charles River Deutschland bezogen. Bis
zu Beginn der Versuche wurden die Tiere in einer Virus— und Parasitenfreien

Zucht aufgezogen und einem 12 Stunden Tag—Nacht Rhythmus ausgesetzt.

In dieser Studie wurden 3 Gruppen eines Genotyps untersucht.
- Weibliche Tiere (Ostrogenapplikation) versus weibliche Kontrollen (keine
Ostrogensubstitution), 20 Tage, Frakturheilung
- Mannliche Tiere (Testosteronapplikation) versus mannliche Kontrollen
(keine Testosteronsubstitution), 20 Tage, Frakturheilung
- Weibliche Tiere (Ostrogenapplikation) versus weibliche Kontrollen, (keine

Ostrogensubstitution), 15 Tage, Frakturheilung
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Zu Beginn der Studie waren die Versuchtiere 10 Wochen alt und wiesen ein
Kdrpergewicht von ca. 20g auf.

In jedem der verschiedenen Versuche wurden alle Tiere der gleichen Operation
zur osteosynthetischen Versorgung der in den Experimenten gesetzten
standardisierten geschlossenen Femurschaftfraktur unterzogen.

Nach Ablauf der jeweiligen Versuchsdauer wurden die Tiere vor der weiteren
Begutachtung und Analysierung der Daten mit Hilfe von CO, eingeschlafert.

2.5 Narkose

Vor der Operation erfolgte die Einleitung einer Aligemeinnarkose. Dazu erhielten
die Tiere eine intraperitoneale Injektion einer Ketanest / Rompun Lésung. Diese
Lésung setzt sich aus 0,8ml Rompun, 2,4ml Ketanest und 6,8ml physiologischer
Kochsalzlésung zusammen. Als Allgemeinnarkosedosis wurden 0,1ml Lésung pro
10g Koérpergewicht injiziert.

Nach Ablauf von einigen Minuten wurde die Wirkung der Narkosemedikamente
durch einen Schmerzausléseversuch Uberprift. Im Anschluss erfolgte die
Operation.

2.6 Operation

Die Stabilisation der Frakturenden spielt in der Frakturheilung eine entscheidende
Rolle. Um diese Fixierung gewahrleisten zu kdnnen, entschieden wir uns fir die
retrograde Marknagelung des zu frakturierenden linken Femur. Als Osteosynthese
diente dazu in allen Versuchen eine Venenverweilkantle mit einem Durchmesser
von 0,7mm (Insyte W, Infusion Therapy Systems Inc., Sandy, Utah 84070, USA).
Die intramedullare Nagelung erfolgte jeweils Uber einen kleinen lateralen
parapatellaren Hautschnitt an der linken hinteren Extremitat.

Um einen korrekten Sitz der Osteosynthese zu verifizieren, wurden im Anschluss
an die Marknagelung Lagekontrollen mit Hilfe von kontaktradiologischen
Untersuchungen durchgefthrt. Die Réntgenkontrolle wurde mit einer Spannung
von 30 kV fur eine Dauer von einer Minute durchgefihrt. Nach erfolgter
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Roéntgenbestatigung der Osteosynthesenlage, erfolgte die Induktion einer
standardisierten Femurschaftfraktur des linken Femur.

Um das Mausmodell fir Studien zur Modulation der Frakturheilung nutzbar zu
machen, welche auch die biomechanische Testung ermdglichen, modifizierten wir
das von Einhorn?' beschriebene Tibiafrakturmodell.

So wurde von unserer Arbeitsgruppe ein Frakturmodell (Hamburg Maus Femur
Fraktur Modell) entwickelt, welches das Setzen von standardisierten
geschlossenen Femurschaftfrakturen ermdéglicht. Wir halten dieses Modell fir
Analysen der Frakturheilung fir geeigneter als das Tibiafrakturmodell, da es die
stérenden Einflisse der Fibula eliminiert und eine bessere und standardisierte

biomechanische Testung ermdglicht.

Abb. 7: A: Frakturvorrichtung. B: Kontaktradiographie einer osteosynthetisch versorgten

Femurfraktur. C: Femur nach abgeschlossener physiologischer Frakturheilung an Tag 20.

2.7 Kontaktradiographie

Um eine standardisierte Operation mit einheitlicher Fraktur und guter
osteosynthetischer Versorgung zu garantieren, wurden die Mause wahrend und
nach der Operation mehrfach réntgenologisch untersucht.

Nach Versuchende und ebenso nach erfolgter biomechanischer Testung, wurden
die explantierten Extremitaten jeweils einer Kontaktradiographie unterzogen und

anschlieBend analysiert.
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Die Kontaktradiographie (x—ray cabinet, Faxitron Corp., USA) wurde jeweils mit 30
KV fir die Dauer von einer Minute durchgefihrt.

FUr die Aufnahmen diente der Film mit der Bezeichnung x—omat MA der Firma
Kodak, Frankreich.

2.8 Histologie

Flr die histologische Begutachtung der Frakturheilung zum jeweils erwinschten
Zeitpunkt, wurden nach Tétung der Versuchstiere die entsprechenden Femora
exartikuliert und vom Weichteilgewebe befreit.

Die Knochen wurden anschlieBend in 3,7% PBS—gepufferter Formaldehydlésung
fixiert.

Nach der folgenden Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe [(80%
Ethanol (2 Stunden), 90% Ethanol (2 Stunden), 96% Ethanol (2 Stunden), 100%
Ethanol (3 Stunden), 100% Ethanol+Aceton (3 Stunden) und 100% Ethanol (3-8
Stunden)], wurden die Femora zur Infiltration des Gewebes in Methylmetacrylat
(Merck, Darmstadt) Gberflhrt.

Im Anschluss an diesen Vorgang, erfolgte die Einbettung der Praparate in ein
ausgehartetes LPG-BPO-Methylmetacrylat Gemisch, wodurch sie flr eine
Anfertigung histologischer Schnitte schneidbar gemacht wurden.

Nach der Aushéartung und dem Anschleifen wurden 5 um Sagittalschnitte der
Praparate an einem Rotationsmikrotom (Cut 4060E, MicroTech, Minchen)
angefertigt.

Die auf diese Art angefertigten histologischen Schnitte wurden nach von Kossa
versilbert. Mit dieser Methode lasst sich der Anteil des mineralisierten Knochens
im histologischen Schnittbild schwarz darstellen. Die Methode nach van Gieson
diente als Gegenfarbung der Praparate.

Die mikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte mit Hilfe eines Axioskopes
Il (Carl Zeiss, Jena).
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2.9 Histomorphometrie

Um die Knochenformation pro Kallusflache ermitteln zu kénnen, wurde allen
Versuchstieren zwei Tage vor Ablauf der Versuchsreihe Calcein intraperitoneal
injiziert. Calcein ist ein unter UV—Licht griin fluoreszierender Marker, welcher die
Eigenschaft besitzt, in neu geformten Knochen eingelagert zu werden. Die unter
dem UV-Mikroskop grin fluoreszierende Flache stellt somit den in den letzten
zwei Tagen vor Tétung neu formierten Knochen dar.

Far die Analyse dieses Parameters wurden 12um dicke Schnitte angefertigt, die
fir die Auswertung unter dem UV-Mikroskop bestimmt waren und somit nicht
gefarbt wurden.

Die Berechnung der Knochenformation pro Kallusflache erfolgte mit einem eigens
daflr entworfenen Computerprogramm. Unter Verwendung des Osteomeasure—
Histomorphometrie—Systems (Osteometrix, Atlanta, GA) wurde das trabekulare

Knochenvolumen (bone volume per tissue volume BV/TV) analysiert.

2.10 Biomechanik

Abb. 8 : A: Schematische Darstellung des 3—Punkt—Biegeversuches bei biomechanischer Analyse.

B: Zwickmaschine fir die biomechanische Analyse der explantierten Femora.

Um die Knochen der biomechanischen Testung zugénglich machen zu kénnen,
mussten nach erfolgter Tétung der Tiere beide Femora freiprapariert, exartikuliert,
vom Weichteilgewebe befreit und in isotonische Kochsalzlésung Uberfihrt werden.
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Um physiologische Verhéltnisse zu simulieren, wurden die Praparate vor
Versuchsbeginn auf 37° Celsius erwarmt®®.

Die biomechanische Testung erfolgte direkt im Anschluss an die Praparation der
Femora und deren Uberfllhrung in der angewadrmten Lésung zum
biomechanischen Zentrum. Auf diese Weise verstrichen nur wenige Minuten, so
dass es zu keiner Ergebnisverfalschung kommen konnte.

Zur biomechanischen Testung wurde eine Hochpréazisionsmaschine verwendet
(Z2.5/TN 1S Test Maschine, Zwick GmbH & Co, Ulm, Deutschland). Mit Hilfe
dieser Maschine wurden 3—Punki-Biegeversuche, ein sogenanntes anterior—
midshaft-testing, durchgefihrt. Bei diesem Test handelt es sich um einen
Versuchsaufbau, bei dem die beiden Enden des Knochens von zwei Auflagen
unterstitzt werden, die einen Abstand von 5mm zueinander aufweisen. Dem
Versuchsaufbau gemal, wurden die Femora somit einem axialen Druck in antero—
posteriorer Richtung ausgesetzt. Der Druck wurde mit Hilfe eines Stempels
ausgeubt, der in der Mitte zwischen den beiden Auflagen mit einer
Geschwindigkeit von 10mm / Minute heruntergefahren wurde.

Wahrend dieses Vorganges, wurde Uber einen Computer eine Kraft-Dehnungs—
Kurve aufgezeichnet. Aus den aufgezeichneten Daten kdnnen die maximale Kraft
die auf den Knochen gewirkt hat, die Dehnung des Knochens, die bis zum
Bruchereignis erfolgte Arbeit sowie die Steifigkeit abgelesen oder berechnet

werden*®12,

2.11 Mikro—CT—Analysen

Um einen dreidimensionalen Uberblick tber die strukturellen Gegebenheiten des
Knochens an Tag 20 der Frakturheilung zu bekommen, wurden im Anschluss an
die Experimente Mikro—CT—Analysen der zu untersuchenden Femora angefertigt.
Als Geréat diente dazu ein Mikro—CT (uCT 40) der Firma SCANCO Medical AG
(8303 Bassersdorf, Schweiz). Die Analysen wurden mit einer Schichtdicke von
12um, einer Spannung von 70kV und einer Stromstérke von 114mA durchgefihrt.
Die Daten wurden mit dem Programm uCT Ray V3.0 visualisiert.
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2.12 Statistik

Alle erhobenen Ergebnisse wurden mittels des student’s t-Tests (StatView,
Abacus Concepts In. 1993) statistisch analysiert. Als Signifikantsniveau wurde ein
p—Wert < 0,05 akzeptiert. Die in den Abbildungen dargestellten Fehlerbalken
reprasentieren die Standartabweichung (SD).



41

3 _Ergebnisse

Um die mit dieser Dissertation aufgeworfene Fragestellung zu beantworten, ob die
Sexualhormone Ostrogen und Testosteron einen Einfluss auf die Frakturheilung
im Mausmodell austben, mit Hinblick auf Verbesserung oder Beschleunigung der
Frakturheilung, wurde zuerst eine Charakterisierung des Verlaufs der
physiologischen Knochenbruchheilung der unbehandelten Mause mit dem
genetischen Background C57blén vorgenommen.

Diese Charakterisierung diente fir alle folgenden Versuche, in welchen eine
Applikation der Sexualhormone Ostrogen und Testosteron vorgenommen wurde,
als Referenz.

n=32

Biomechanische Kompetenz
des kontralateralen Femur

- = = N

H O 00 o

» » »
——

12 4

Bruchkraft (F) in Newton
)

8 =
6 =
4
2=
0«
10 15 20 40 Tage nach
Fraktur

Abb. 9: Graphische Darstellung des physiologischen Knochenbruchheilungsverlaufes in
Wildtypmausen an Tag 10, 15, 20 und 40 (x—Achse). Frakturierte Femora erreichen die
physiologische biomechanische Kompetenz des kontralateralen Femur nach 20 Tagen
Heilungsdauer.

Die nach dem jeweiligen Versuchende erfolgte initiale Kontaktradiographie, lieferte
den ersten orientierenden Uberblick (iber den Einfluss der Sexualhormon-
applikation auf die Frakturheilung in den verschiedenen Versuchsgruppen. Dies
geschah immer im Vergleich zu den vorher charakterisierten Kontrollgruppen.
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Nach Auswertung der kontaktradiologischen Bilder wurden im Anschluss
histologische und histomorphometrische Analysen durchgefihrt. Diese dienten der
Uberpriifung der im kontaktradiologischen Bild gesehenen Unterschiede auf
zellularer Ebene und ermdglichten weiterhin die Quantifizierung eben dieser
Unterschiede.

Weiterhin soll mit dieser Arbeit ein Eindruck Uber die physiologische Relevanz der
ermittelten Unterschiede dargelegt werden. Aus diesem Grunde wurden die
Femora der Versuchstiere nach Abschluss der jeweiligen Versuchsreihe der
biomechanischen Testung zugefihrt.

Um eine bessere Veranschaulichung, in diesem Falle eine dreidimensionale
Darstellung der strukturellen Gegebenheiten der  Auswirkungen der
Sexualhormonapplikation auf die Frakturheilung in Mausen, erzielen zu kénnen,
erfolgte nach Ablauf der Experimente eine Mikro—CT—Analyse der behandelten

Femora und der Kontrollfemora.

3.1 Kontaktradiographie

Bei der vergleichenden Betrachtung von Kontaktradiographien ist zu beachten,
dass die Sensitivitat der Analyse beziglich der Darstellung von Unterschieden in
der Knochenmasse nur gering ist.

Als um so aussagekraftiger missen also konventionell-radiologisch darstellbare
Unterschiede in der Réntgendichte aufgefasst werden.

In den Abbildungen 10 und 11 sind reprasentative Kontaktradiographien der linken
Femora der Kontrolltiere denen der Versuchstiere mit Ostrogen— oder
Testosteronapplikation gegenlbergestellt.
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Ostrogen Kontrolle

Abb. 10: Deutlich erhdéhte Réntgendichte und erhdhter Kalksalzgehalt in den Femora der mit
Ostrogenapplikation behandelten weiblichen Mause im Vergleich zur entsprechenden

Kontrollgruppe. Kontaktradiographie 10 Wochen alter M&use nach 20 Tagen Frakturheilungsdauer.
(30kV; 1 Minute Belichtungszeit)

Testosteron Kontrolle

Abb. 11: Deutlich erhdéhte Réntgendichte und erhdhter Kalksalzgehalt in den Femora der mit
Testosteronapplikation behandelten ménnlichen Mause im Vergleich mit der entsprechenden

Kontrollgruppe. Kontaktradiographie 10 Wochen alter M&use nach 20 Tagen Frakturheilungsdauer.
(80kV; 1 Minute Belichtungszeit)

Anhand der dargestellten Kontaktradiographien ist erkennbar, dass sowohl in der
Gruppe, in welcher die Tiere (weibliche Mause) nach Frakturinduktion mit
Ostrogen behandelt worden sind, als auch in der Gruppe, die eine
Testosteronapplikation erhielt (mannliche Mause), kontaktradiologisch ein deutlich
erkennbarer Unterschied in KallusgréBe, Mineralisierungsgrad des Kallusgebietes
und der Knochendichte im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren an Tag 20
der Frakturheilung besteht.
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In Bezug auf die dargestellten Kontaktradiographien kann man zusammenfassend
konstatieren, dass die Femora aller mit Sexualhormonen behandelten Tiere,
weibliche (Ostrogen) wie auch maénnliche (Testosteron), nach Ablauf von 20
Tagen Frakturheilung einen deutlich gréBeren und signifikant starker
mineralisierten Kallus aufwiesen, als die der Kontrolltiere. Der so gesehene
Unterschied im Kalksalzgehalt wiegt um so mehr, wenn man sich vor Augen fihrt,
dass erst Differenzen von etwa 30% der Knochendichte im konventionellen

kontaktradiologischen Bild ersichtlich sind.

3.2 Histologie

Um einen differenzierten Uberblick (ber die Knochenarchitektur der mit
Sexualhormonen behandelten Tiere auf mikroskopischer Ebene zu bekommen,
wurden histologische Schnitte der in Frakturheilung befindlichen Femora

angefertigt und nach von Kossa versilbert.

In den folgenden Abbildungen 12 und 13 sind reprasentative Histologien aus dem
Bereich der linken Femora der mit Ostrogen— und Testosteronapplikation

behandelten Tiere denen der jeweiligen Kontrollgruppe gegenibergestellt.
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Kontrolle Ostrogen

Abb. 12: Deutlich erhdhte trabekuldare Knochenmasse und bessere Durchbauung der Frakturzone
in den Femora der weiblichen, mit Ostrogenapplikation behandelten Mause im Vergleich mit der
entsprechenden Kontrollgruppe. Die Knochenmasse der Femora von weiblichen mit Ostrogen
behandelten Mausen liegt Uber dem Niveau der Kontrolltiere. Histologie 10 Wochen alter

weiblicher Mause im Vergleich zu Kontrolltieren. (Unentkalkte Histologie, Férbung: von Kossa, 5um Dicke,
10fache VergréBerung)

Kontrolle Testosteron

Abb. 13: Deutlich erhdhte trabekuldare Knochenmasse und bessere Durchbauung der Frakturzone
in den Femora der méannlichen mit Testosteronapplikation behandelten Mause im Vergleich zur
entsprechenden Kontrollgruppe. Die Knochenmasse der Femora von méannlichen mit Testosteron
behandelten Mausen liegt Uber dem Niveau der Kontrolltiere. Histologie 10 Wochen alter

mannlicher Mause im Vergleich zu Kontrolltieren. (Unentkalkte Histologie, Férbung: von Kossa, 5um Dicke,
10fache VergréBerung)
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Die bereits in den Kontaktradiographien dargestellten Unterschiede hinsichtlich
KallusgréBe, Durchbauung des Kallus und héherem Mineralisierungsgrad dieses
Bereiches in den untersuchten Femora, werden durch die histologische Analyse

noch eindrucksvoller belegt.

Der im Schnittbild sichtbare schwarze Bereich stellt den Anteil des mineralisierten

Knochens am Gesamtgewebe dar.

Im Kontrast zu den Tieren der Kontrollgruppen, weisen alle von uns angefertigten
histologischen Préparate auf die Tatsache hin, dass die mit den Sexualhormonen
Ostrogen und Testosteron behandelten Tiere auch auf mikroskopischer Ebene
eine deutlich bessere kndécherne Durchbauung des Frakturkallusbereiches und
einen deutlich  héheren  Mineralisierungsgrad an den  Stellen der

Knochenbruchheilung aufweisen.

Diese Erkenntnis steht im Einklang mit den in den Kontaktradiographien

erhobenen Befunden.

Um die in der Mikroskopie gesehenen Unterschiede zu quantifizieren, wurde
anhand der angefertigten histologischen Praparate das bone volume per tissue
volume (BV/TV) der jeweiligen Femora berechnet. Die Abbildungen 14 und 15
stellen den Vergleich des gemessenen BV/TV von Ostrogen— bzw.

Testosteronapplikation zur jeweiligen Kontrollgruppe graphisch dar.
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Kontrolle Ostrogen

Abb. 14: Gesteigerte Knochenmasse im Bereich des Frakturkallus nach Ostrogenapplikation bei

weiblichen Mausen im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe.

(Histomorphometrie der linken Femora)
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Kontrolle Testosteron

Abb. 15: Gesteigerte Knochenmasse im Bereich des Frakturkallus nach Testosteronapplikation

bei mannlichen Mausen im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe.

(Histomorphometrie der linken Femora)
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Die obigen Abbildungen verdeutlichen, dass sowohl die Ostrogensubstitution bei
Weibchen, wie auch die Testosteronsubstitution bei Mannchen, im Vergleich zu
den Kontrollgruppen zu einer deutlich erkennbaren Erhéhung der Knochenmasse

nach 20 Tagen Frakturheilungsdauer im Bereich der frakturierten Femora fihrt.

3.3 Histomorphometrie

Die oben mit Hilfe von Kontaktradiographie und Histologie erhobenen
Unterschiede hinsichtlich Mineralisierungsgrad und Durchbauung des Fakturkallus
wurden mittels Histomorphometrie quantifiziert.

Hierbei wurde als zu messender Parameter die Knochenformation pro
Kallusflache in Prozent gewahlt und mit den dazugehdérigen Kontrollgruppen
verglichen.

In den folgenden Abbildungen 16 und 17 sind reprasentative
histomorphometrische Bilder aus dem Kallusbereich der linken Femora denen der

jeweiligen Kontrollgruppe gegenibergestellt.
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Kontrolle Ostrogen

Abb. 16: Deutlich gesteigerte Knochenformation pro Kallusflaiche in weiblichen mit
Ostrogenapplikation behandelten M&usen im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe.

Histomorphometrie an 10 Wochen alten M&usen nach 20 Tagen Frakturheilungsdauer.
(Calcein markierter Kallusbereich)

Kontrolle Testosteron

Abb. 17: Deutlich gesteigerte Knochenformation pro Kallusflache in maéannlichen mit
Testosteronapplikation behandelten M&usen im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe.

Histomorphometrie an 10 Wochen alten Mausen nach 20 Tagen Frakturheilungsdauer.
(Calcein markierter Kallusbereich)
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Mit den so angefertigten histomorphometrischen Analysen gelang es, die in der
Histologie wahrgenommenen Differenzen hinsichtlich des Mineralisierungsgrades
zu bestatigen.

So wiesen die wahrend der Frakturheilungsphase mit Ostrogen behandelten Tiere
eine mit einem Wert von 40% signifikant hdéhere Knochenformation pro
Kallusflache auf als die Kontrolltiere, welche eine Knochenformation von 20% pro

Kallusflache entgegenzusetzen hatten.

Signifikant waren die Unterschiede auch bei den ménnlichen Tieren die eine
Testosteronapplikation nach Frakturinduktion erhielten. Sie wiesen mit einer
Knochenformation von 39% pro Kallusflache gegentber 21% in der Kontrollgruppe

nahezu eine Verdopplung der Knochenformationsrate auf.

Diese Differenz in der Knochenformation pro untersuchter Kallusflache sei in den

Abbildungen 18 und 19 noch einmal graphisch veranschaulicht.
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Abb. 18: Deutlich erhéhte Knochenformationsrate pro Kallusfliche in % in den mit
Ostrogenapplikation behandelten weiblichen Mé&usen. Vergleich von Kontrolltieren und mit

Ostrogenapplikation behandelten weiblichen M&usen an Tag 20 der Frakturheilung.

(Calcein markierter Kallusbereich)
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Abb. 19: Deutlich erhéhte Knochenformationsrate pro Kallusfliche in % in den mit
Testosteronapplikation behandelten méannlichen Mausen. Vergleich von Kontrolltieren und mit

Testosteronapplikation behandelten ménnlichen Mausen an Tag 20 der Frakturheilung.

(Calcein markierter Kallusbereich)
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3.4 Biomechanik

Um einen Eindruck von der physiologischen Relevanz der gesteigerten
Mineralisierung, der signifikant erhéhten Knochenformation und der besseren
Durchbauung zu bekommen, wurden die Femora der Tiere der biomechanischen

Testung unterzogen.

HierfGr wurde ein 3—Punki—Biegeversuch verwendet, bei welchem ein anterior—
midshaft—testing durchgefihrt wurde.

Die zu bestimmenden Parameter waren die Bruchkraft (F), die nétig war um die
Femora zu refrakturieren, die bis zum Bruchereignis verrichtete Arbeit (W) und die
Steifigkeit (N/mm) der untersuchten Femora.

Die so erhobenen Daten spiegeln die in den vorangegangenen Analysen
ermittelten Unterschiede zwischen Kontrolltieren und den mit Sexualhormonen

behandelten Tieren wider.

Nach der in allen Experimenten zu durchlaufenden Versuchsdauer von 20 Tagen
fanden sich sowohl in weiblichen mit Ostrogen behandelten Tieren, als auch in
mannlichen Tieren mit Testosteronapplikation signifikant héhere Werte in der
biomechanischen Stabilitat und der bis zum Bruchereignis zu verrichtenden Arbeit,

im Vergleich zu ihrer jeweiligen Kontrollgruppe.

Die Daten der biomechanischen Belastbarkeit werden durch die folgenden
Abbildungen 20 und 21, in welchen die Werte der gemessenen Bruchkraft der
verschiedenen Gruppen an Tag 20 der Knochenbruchheilung dargestellt sind,

graphisch veranschaulicht.
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Abb. 20: Biomechanische Untersuchungen am Femur. Deutlich bessere biomechanische Kompetenz
in den mit Ostrogenapplikation behandelten weiblichen Mausen im Vergleich zur Kontroligruppe an
Tag 20 der Frakturheilung. (Bruchkrafi(F) in Newton)
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Abb. 21: Biomechanische Untersuchungen am Femur. Deutlich bessere biomechanische Kompetenz
in den mit Testosteronapplikation behandelten méannlichen Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe an

Tag 20 der Frakturheilung. (Bruchkraft(F)in Newton)
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Beim Vergleich der Werte der biomechanischen Kompetenz hinsichtlich der
aufzubringenden Bruchkraft die nétig war, um die Femora zu refrakturieren,
zeigten die mit Ostrogen behandelten Tiere [Bruchkraft (F)= 33,92 + 21,26N]
gegenlber den Kontrolltieren [Bruchkraft (F)= 14,12 + 4,49N] eine um das
Doppelte gesteigerte Bruchkraft.

Bei Betrachtung der Versuchsgruppe der mit Testosteronapplikation behandelten
Tiere [Bruchkraft (F)= 22,32 + 12,04N], fallt, ahnlich wie in der Ostrogengruppe,
eine signifikant gesteigerte biomechanische Kompetenz gegentber ihrer
Kontrollgruppe [Bruchkraft (F)= 13,2 + 4,2N] auf.

Bei den eben erdrterten Untersuchungen zur biomechanischen Kompetenz der
Femora der mit Sexualhormonen substituierten Tiere, fiel ein weiterer

Uberraschender Aspekt ins Auge.

Bei Betrachtung des Verlaufs der biomechanischen Kurve von Kontrolltieren im
Vergleich zum Kurvenverlauf der biomechanischen Kompetenz der mit Ostrogen
substituierten Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 10, 15 und 20), féllt eine
Uberraschende Beobachtung ins Auge. So belegen die erhobenen Daten, dass die
mit Ostrogensubstitution behandelten Tiere bereits an Tag 15 der Frakturheilung
die als physiologisch anzusehende biomechanische Belastbarkeit des

kontralateralen Femur erreicht haben.

Die biomechanische Kompetenz der Femora der Ostrogensubstituierten Tiere an
Tag 10, 15 und 20 der Frakturheilung, ist in Abbildung 22 der jeweils
entsprechenden physiologischen biomechanischen Kompetenz der Kontrolltiere
zum jeweiligen Zeitpunkt gegenutbergestellt. Anhand dieser Abbildung lasst sich
die Beschleunigung der Frakturheilung und somit die Verklrzung der
Heilungsdauer graphisch ablesen. Die Femora der substituierten Tiere erreichen
die als normal anzusehende physiologische biomechanische Kompetenz (grau
markierter Bereich) bereits nach 15 Tagen Heilungsdauer, wohingegen die
Femora der Kontrolltiere 20 Tage benétigten.
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Abb. 22: Biomechanische Untersuchung am Femur an Tag 15 (Ostrogen) vs. Tag 20 (Kontrolle).
Die Femora der mit Ostrogenapplikation behandelten weiblichen Mause weisen an Tag 15 der
Frakturheilung die normale (kontralaterale) physiologische biomechanische Kompetenz auf. Dies
entspricht einer Beschleunigung der Frakturheilung von 25% im Vergleich zu den Kontrolltieren.

(Bruchkraft (F)in Newton)

Aus der Auswertung der Daten Uber die biomechanische Kompetenz der Femora
lasst sich somit der Schluss ziehen, dass hier durch Applikation des
Sexualhormons Ostrogen bei weiblichen M&ausen wéhrend der akuten Phase der
Frakturheilung, eine Beschleunigung der Frakturheilung von 25% erreicht werden
kann und sich damit die Heilungsperiode deutlich verkirzen lasst.

3.5 Mikro—CT—Analysen

Um die in dieser Arbeit durch Kontaktradiographie, Histologie, Histomorphometrie
und Biomechanik erhobenen Daten auch dreidimensional als strukturelle
Gegebenheiten  darstellen zu  kdénnen, wurden an Tag 20 der
Knochenbruchheilungsphase Analysen der Femora mit Hilfe eines Mikro—CT's

angefertigt.
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Abbildung 23 zeigt den strukturellen Vergleich von Kontrollfemur und Femur mit
Ostrogensubstitution nach 20 Tagen Knochenbruchheilung.

Abb. 23: Dreidimensionale Darstellung der strukturellen Gegebenheiten der Femora an Tag 20 der

Frakturheilung. Im Kontrollfemur (A) ist der Frakturspalt nach 20 Tagen Frakturheilung noch
erkennbar. Der mit Ostrogen (B) behandelte Femur hingegen, hat seine strukturelle Integritat nach

dieser Periode bereits erlangt hat. (Mikro-CT-Analyse; Schichtdicke: 12um, 12kV, 114mA)

Wie anhand der oben gezeigten Mikro—CT—Analyse erkennbar ist, besteht
hinsichtlich der strukturellen Gegebenheiten an Tag 20 der Frakturheilung ein
deutlicher Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit
Ostrogenapplikation.

So zeigt der Kontrollfemur zum Zeitpunkt der Untersuchung eine noch nicht
vollstdndig durchbaute Frakturzone. Der Femur des mit Ostrogenapplikation
behandelten Tieres hingegen, hat seine strukturelle Integritédt innerhalb dieser

Periode bereits wiedererlangt.
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4 Diskussion

Um eine aussageféahige Studie anfertigen zu kénnen, musste ein Modell gefunden
werden, dass den Anspruch erflllt, in groBem MaBe mit dem Bezugsfaktor
menschliche Frakturheilung vergleichbar zu sein.

Das Verstehen von komplexen Systemen wie z.B. dem Skelett als solches und
seinen Reparaturmechanismen, erfordert manchmal Vereinfachungen. Modelle
kénnen oft diese Vereinfachungen einiger Facetten von viel komplexeren
Systemen beschaffen.

Unter den Saugetieren sind Mause vielversprechende Tiere fir diese Art von
experimenteller Arbeit’®, da sie weltweit verfiigbar, leicht reproduzierbar und

kostengiinstig sind.

Das Ziel dieser Studie war es, eine genaue Analyse des
Knochenbruchheilungsverhaltens von mannlichen und weiblichen Mausen
vorzunehmen, um klaren zu kénnen, ob und in welcher Dimension Sexualhormone
am Prozess der Frakturheilung beteiligt sind und welche Auswirkung sie auf die
Knochenbruchheilung haben. Diese Frage ist von entscheidender Bedeutung, da
Uber ihre Beantwortung ein Hinweis flr einen moglichen speziestbergreifenden

Zusammenhang geliefert wird.

Um das Mausmodell flr Frakturheilungsstudien, die ebenso die biomechanische
Testung erlauben, zuganglich zu machen, modifizierten wir das von Einhorn
beschriebene Tibia—Fraktur—Modell*'. Auf diese Art entwickelten wir ein
standardisiertes Femur—Fraktur—Modell der Maus, welches gegeniber dem
Tibiamodell zwei Vorteile hat: 1.) Die Anatomie der femoralen Diaphyse ist bei
biomechanischen Testungen der Tibia Uberlegen; 2.) am Oberschenkel entfallen
mdgliche stérende Einflisse eines weiteren Knochens, wie es beim Unterschenkel
durch die Fibula der Fall ist.

Da es eine Menge von Daten Uber die Effekte von Sexualhormonen auf den
Knochen gibt, ist es doch Uberraschend, dass unser Wissen Uber die Effekte eben

dieser Sexualhormone im Rahmen der akuten Frakturheilung sehr limitiert ist.
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Eine mdgliche Erklarung fir diese Beobachtung ist, dass der Mechanismus der

Knochenbruchheilung nur in vivo studiert werden kann.

Die in dieser in vivo—Arbeit im Mausmodell nach 20 Tagen Frakturheilungsdauer
evaluierte erhfhte biomechanische Stabilitdt der frakturierten Femora der mit
Ostrogen und Testosteron behandelten Tiere lasst sich, wie durch die Histologie
und Histomorphometrie bestatigt, auf eine gesteigert Knochenformation im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren zurtckfuhren.

Die histomorphometrischen Untersuchungen zeigten eine pro Kallusflache
signifikant um nahezu 100% gesteigerte Knochenmasse, welche durch Calcein—
Labeling auf eine erhéhte Aktivitat der Osteoblasten zurlickgefihrt werden konnte.

Weiterhin ist festzustellen, dass der Frakturheilungsbereich, also der Kallus,
sowohl in den kontaktradiographischen, den histologischen und auch den Mikro—
CT-Untersuchungen, in allen mit Sexualhormonen behandelten Tieren deutlich
besser mineralisiert und durchbaut war, als in den Kontrollgruppen.

Dieser Aspekt wiegt um so mehr, wenn man bedenkt, dass erst Differenzen von

ca. 30% mit kontaktradiologischen Analysen nachweisbar sind.

Aus diesen Beobachtungen lasst sich auch die im 3-Punki-Biegeversuch
ermittelte, durch bessere Mineralisierung und Durchbauung bedingte, hdhere
biomechanische Kompetenz und gesteigerte Belastbarkeit der Femora der Tiere
mit Sexualhormonapplikation erklaren.

Die im Vergleich zum Kontrolltier nachgewiesene gesteigerte Knochenformation
und die erhéhte Bruchkraft sind um so bedeutender, wenn man bedenkt, dass die
korrekte Kontrolle flr die in den Experimenten frakturierten Femora, die Femora
der Gegenseite des gleichen Tieres sind. Diese weisen aber im direkten Vergleich
Werte auf, die mit denen aus den Kontrollgruppen Ubereinstimmten. So kommt
man anhand der biomechanischen Daten und oben aufgeflihrter Beobachtung zu
dem Schluss, dass es sich bei Sexualhormonen scheinbar um Steroide handelt,
die im Skelettsystem spezifisch am Ort der Knochenbruchheilung zu wirken

scheinen.
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Somit ist eins der wichtigsten Resultate dieser Studie, dass Sexualhormone
wahrend der akuten Phase der Frakturheilung scheinbar spezifisch auf die am

Heilungsprozess und —ort beteiligten Zellen einzuwirken scheinen.

Zu einer anderen Kernaussage der vorliegenden Arbeit flihrt die Auswertung der
Ergebnisse in Bezug auf die Frakturheilungsdauer. In der vorliegenden Studie
konnte gezeigt werden, dass hinsichtlich der fir die Frakturheilung bendtigten Zeit
enorme Unterschiede zwischen Versuchs— und Kontrolltieren bestehen. So
erreichten die mit dem Sexualhormon Ostrogen behandelten Versuchstiere die als
physiologische Referenz gesetzte biomechanische Kompetenz bereits nach 15

Tagen Frakturheilungsdauer, wahrend die Kontrolltiere 20 Tage bendtigten.

Diese Beobachtung ist als einer der wichtigsten Aspekte dieser Arbeit anzusehen,
da man anhand dieser Daten davon ausgehen kann, dass die Frakturheilung
durch Sexualhormone nicht nur signifikant verbessert, sondern sogar
entscheidend um 25% gegenlber den Kontrollen im Mausmodell beschleunigt

werden kann.

Als physiologisches Korrelat zeigte sich in den nach den Versuchen
durchgefihrten Mikro—-CT—Analysen, dass die Femora der mit den
Sexualhormonen Ostrogen und Testosteron behandelten Tiere bereits ihre volle
strukturelle Integritat wiedergewonnen hatten, wahrend die Kontrollen eine nicht

vollstandig wiederhergestellte Knochenstruktur aufwiesen.

Mit den in vivo Daten aus dieser Studie Uber den Einfluss von Sexualhormonen
auf die Frakturheilung in Mausen konnten wir zeigen, dass es mdglicherweise
vorstellbar ist, die Frakturheilung nach ausfihrlichen klinischen Studien auch in

Menschen zu verbessern oder gar zu beschleunigen.

Diese neuen Einblicke in die Rolle und Wirkungsweise von Sexualhormonen im
Verlauf der Frakturheilung, kénnen mdglicherweise neue Wege fir die
Behandlung von Frakturen im allgemeinen oder aber von mehr spezifischen Fallen
wie z.B. osteoporotischen Frakturen, Trimmerfrakturen oder Fallen von
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verzdgerter Heilung (delayed union) oder Pseudarthrosenbildung (non—union)

aufweisen.

Aufgrund der mit dieser Dissertation herausgearbeiteten Daten, die zeigen, dass
Sexualhormone ihren Haupteffekt mit hoher Potenz an den Orten der akuten
Frakturheilung entfalten, kann man spekulieren, dass es mit Hilfe zukilnftiger
Forschung mdglich sein musste, eine Art von Medikamenten zu entwickeln, die
spezifisch auf die osteoblastare Knochenformation zielen und so die Dynamik der
Regeneration in Richtung verbesserter und beschleunigter Frakturheilung

verandern.

Trotz all der positiven Daten dieser Studie, muss man bedenken, dass ein Modell
nur ein Modell ist. Jedes Modell kann einige Aspekte eines komplexen Systems
fokussieren, in diesem Fall die Frakturheilung. Aus der genetischen Perspektive
gesehen, mit der hohen Ubereinstimmung unter den S&ugetieren, kann man
annehmen, dass ein Maus—Modell wie dieses eine verlassliche Basis ist, um
interessante und wichtige Einblicke in die Physiologie und Pathophysiologie der
Frakturheilung und ihrer Mechanismen zu geben.

Hinsichtlich  des  Frakturheilungsverhaltens unter dem  Einfluss von
Sexualhormonen ist in der Literatur die Auswahl an entsprechenden Studien sehr
gering.

Bei vergleichender Betrachtung der Ergebnisse dieser Studien wird deutlich, dass
bisher viele sehr unterschiedliche Resultate erzielt worden sind.

Einige der sich mit Sexualhormonen beschéaftigenden Studien seien im folgenden
vorgestellt.

Die in dieser Arbeit in histologischen, histomorphometrischen und
biomechanischen Analysen ermittelten positiven Einflisse einer Ostrogen—
applikation auf die Knochenbruchheilung im Mausmodell, konnten bis dato noch
von keiner anderen Studie belegt werden.

So zeigt eine Studie von Blythe et al.?°, welche die Frakturheilung Ostrogen—
behandelter erwachsenen Ratten mit der von Kontrolltieren vergleicht, keinen
signifikanten Unterschied in der biomechanischen Testung in einer dieser
Gruppen.
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Dieses Resultat steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu den hier vorgelegten
Ergebnissen. Man muss aber beachten, dass die Resultate dieses Autors schwer
mit denen der hier vorgelegten Arbeit vergleichbar sind. Das liegt zum einen
daran, dass die Autoren Ratten und nicht Mause als Versuchstiere verwendeten
und sich zusétzlich eines fir solche Experimente véllig ungewdhnliches Modells,
namlich eines Fibulafrakturmodells, bedienten. Zum anderen wurden an den
untersuchten Fibulae keine histologischen und histomorphometrischen
Untersuchungen durchgefiihrt, so dass sich auch auf zellularer Ebene keine
Auswertungs— und Vergleichsmdglichkeit bietet.

Eine weitere Studie, die Cao und Mitarbeiter?” in 2002 verdffentlichten, vergleicht
die Frakturheilung in ovarektomierten und Ostrogen— oder Raloxifene behandelten
weiblichen Ratten mit der von Kontrolltieren. Den Autoren gelang es jedoch nicht,
nach 6 und 16 Wochen signifikante Unterschiede hinsichtlich biomechanischer
Kompetenz, Kontaktradiographie, CT—Auswertung und Histomorphometrie der mit
Ostrogen und Raloxifene behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
belegen. Es wurde lediglich ein nicht signifikanter Einfluss auf die Frakturheilung
durch Suppression des Knochenumbaus mittels Ostrogenapplikation gezeigt.
Auch diese Resultate stehen in klarem Widerspruch zu den hier vorgestellten
Ergebnissen. Aber auch in diesem Fall sind die Vergleichsmdglichkeiten der Daten
stark eingeschrankt. Zum einen wurden als Versuchstiere auch hier Ratten
verwendet, und in diesem Fall auch nur eine Population weiblicher Tiere. Zum
anderen sind die Zeitpunkte der Datengewinnung mit 6 und 16 Wochen von denen
dieser Dissertation zu weit entfernt, um eine vergleichende Aussage machen zu
kédnnen. Nach dieser Zeitspanne kann man davon ausgehen, dass die Phase der
akuten Frakturheilung abgeschlossen ist und der Prozess des Remodeling's die
Knochen in ihrer alten Form und Belastbarkeit nahezu wiederhergestellt hat. Auf
diese Weise sind die von uns beschriebenen Veranderungen wahrend der akuten
Phase der Frakturheilung mit diesem Modell nicht vergleichbar.

Wie oben bereits aufgezeigt, lasst sich mit Hilfe der in dieser Arbeit beschriebenen
Versuche nachweisen, dass eine Applikation des Sexualhormons Ostrogen
wahrend der ersten induktiven Tage der Frakturheilung, eine signifikante
Steigerung der biomechanischen Kompetenz zur Folge hat. Einen erklarenden
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Anhaltspunkt flr diese signifikante Steigerung der biomechanischen Kompetenz,
kann die Studie von Monaghan®' aufzeigen.

In einem Fibulafrakturmodell am Hasen wurde spezifisch nach der Expression von
Ostrogenrezeptoren im Kallusgebiet gesucht. Den Autoren gelang der Nachweis
von Expressionsspitzen an Tag 3 und Tag 16 der Frakturheilung. Im weiteren
Verlauf lieBen sich jedoch keine Rezeptoren im Frakturgebiet mehr nachweisen.
Die Autoren sehen darin einen Hinweis auf einen mdglicherweise vorhandenen
Einfluss von Ostrogen auf die friilhe induktive und die spate enchondrale Phase
der Frakturheilung.

Die hier beschriebenen Ergebnisse der aufgefihrten Studie lassen sich somit in
Einklang mit den Resultaten der vorliegenden Dissertation bringen, da sie eine
Beteiligung von Ostrogen wéahrend der frilhen Phase des Frakturheilungs—

prozesses als sehr wahrscheinlich erscheinen lassen.

Trotz intensiver Literaturrecherche lie3 sich auBer den eben diskutierten Punkten
ber die Wirkungen von Ostrogen auf den Knochenbruchheilungsverlauf kein
Anhalt for Studien zur Verkirzung der Heilungsdauer, also einer
Heiligungsbeschleunigung, finden. Die mit dieser Dissertation herausgearbeitet
Verkirzung der Frakturheilungsperiode um 25% ist somit ein neuer, bisher im
Schrifttum nicht belegter und diskutierter Aspekt der Ostrogenwirkung auf den
Knochen.

Ebenso wie das Sexualhormon Ostrogen, hat auch Testosteron einen starken
Einfluss auf die Frakturheilung.

Diese Dissertation kann aufgrund von histologischen, histomorphometrischen und
biomechanischen Analysen den signifikant positiven Effekt von Testosteron auf
die Frakturheilung in mannlichen Wildtypm&ausen belegen.

Betrachtet man eine Studie, publiziert von Frankle und Mitarbeitern®® im Jahre
1990, findet man die Resultate dieser Dissertation teilweise bestatigt. Die Studie
beschaftigt sich mit dem Einfluss von Testosteron—Propionat und Methenolon auf
die Frakturheilung in Ratten. Die Knochenbruchheilung wurde von den Autoren zu
unterschiedlichen Zeitpunkten mit Hilfe von biochemischen, biomechanischen und
histologischen Analysen untersucht. Den Verfassern gelang der Nachweis einer
deutlich héheren Calciumkonzentration im Kallusgebiet in beiden behandelten
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Gruppen, verglichen mit der Kontrolle. In der biomechanischen und histologischen
Auswertung konnten die Autoren jedoch keine signifikanten Unterschiede
feststellen. Sie schlussfolgern aus ihren Ergebnissen jedoch trotzdem, dass
Testosteron—Propionat in der Unterstitzung der Frakturheilung von Klinischer
Relevanz sein kénnte.

Somit bestétigen die Autoren grdBtenteils die Daten dieser Arbeit, durch die eine
deutlich bessere Mineralisierung und Durchbauung der Frakturgebiete in den mit
Testosteron behandelten Tieren belegt wird. Allerdings gelang mit dieser
Dissertation, im Gegensatz zur zitierten Studie, auch der Nachweis einer
gesteigerten biomechanischen Kompetenz, sowie der histologische und
histomorphometrische Nachweis einer gesteigerten Knochenformation wahrend
der Frakturheilung unter dem Einfluss von Testosteron.

Obwohl sich die Gruppe zum Nachweis der biomechanischen Kompetenz eines
Kallusdistraktionsmodelles, welches mit unsere 3—-Punkt-Biegeversuch nicht
vergleichbar ist, bediente, sie als Frakturmodell eine Humerus—Osteotomie
wahlten und die Versuchstiere auch hier Ratten waren, bestatigen die Daten ihrer
Studie trotz geringer Vergleichbarkeit die dieser Arbeit.

AuBer dem Nachweis einer hdéheren Knochenformation und einer signifikant
gesteigerten biomechanischen Belastbarkeit, gelang mit dieser Dissertation durch
die Untersuchung der kontralateralen Femora auch der Beleg, dass der Effekt der
Sexualhormone auf die Frakturheilung scheinbar direkt die Zellen am Ort der
akuten Reparation betrifft. Der Rest des Skelettsystems scheint unbeeinflusst zu
bleiben, da die kontralateralen Femora nach wie vor ihre unveranderte
physiologische Kompetenz aufwiesen.

Eine in diesem Punkt interessante Studie zum Einfluss von Testosteron auf die
Knochenbruchheilung stammt von Tarsoly und Mitarbeitern®. Er unterzog Ratten
einer Hypophysenektomie. AnschlieBend wurde eine Gruppe mit Testosteron—
applikation behandelt, wahrend der Kontrollgruppe keine Therapie zukam. Die
Autoren konnten zeigen, dass Testosteron die Effekte der Hypophysenektomie auf
die Knochenbruchheilung vollstandig aufheben konnte. Als Schlussfolgerung
sehen die Verfasser dieser Arbeit ein direktes peripheres Wirken von Testosteron
auf die Zellen am Ort der Frakturheilung an.
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Diese von den Verfassern gemachte Beobachtung bestatigt und bekraftigt somit
die Resultate dieser Arbeit, die einen starken Einfluss von Testosteron auf die
Frakturheilung belegen. Anhand der Daten dieser Dissertation und ihrer
Bestatigung durch die vorliegende Studie, mag es in Zukunft vielleicht die
Méglichkeit geben, mit Hilfe weiterer Forschung Medikamente entwickeln zu

kénnen, die eben diesen spezifischen Effekt auf die Frakturheilung haben.

Hinsichtlich der Darstellung der dreidimensionalen strukturellen Gegebenheiten,
wie in dieser Dissertation mit Hilfe von computertomographischen Analysen
aufgezeigt, findet sich in der Literatur weder zu Testosteron noch zu Ostrogen

eine Arbeit, die Vergleichsmdglichkeiten zur Diskussion bietet.
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5 Zusammenfassung

Die Regulation des Frakturheilungsprozesses wird als ein Zusammenspiel von
auto—, para— und endokrinen Mechanismen verstanden.

Diese Arbeit konzentriert sich dabei auf die zellularen Vorgange am Ort der
Frakturheilung und deren biomechanischer Relevanz unter einer wahrend der
Frakturheilung zugefiihrten Sexualhormontherapie mit Ostrogen und Testosteron.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu klaren, ob sich mit Hilfe der Applikation von
Sexualhormonen wahrend der akuten Phase der Knochenbruchheilung eine
Anderung des Heilungsverlaufes, mit Aussicht auf Verbesserung oder gar
Beschleunigung dieses Prozesses, erreichen lasst. Hierzu wurden Wildtypmause
radiologisch, histologisch, histomorphometrisch, biomechanisch und

computertomographisch untersucht.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch die Applikation von Sexualhormonen
wahrend der akuten Phase der Frakturheilung eine signifikante Steigerung der
biomechanischen Kompetenz erreicht werden kann.

Als dafiir ursachlich konnte die unter Sexualhormonapplikation stark signifikant
gesteigerte Knochenformation durch Osteoblasten, sowie die daraus resultierende
Steigerung des Knochenmasse—Phéanotyps, nachgewiesen werden.

Als strukturelles Korrelat dieser Beobachtung lieB sich in den durchgefiihrten
computertomographischen Analysen, nach Ablauf der jeweiligen Experimente,
eine vollstandig wiederhergestellte strukturelle Integritdt der Femora der mit
Sexualhormonen behandelten Tiere im Vergleich zu denen der entsprechenden
Kontrollgruppe eruieren.

Wie histologisch und histomorphometrisch herausgearbeitet, betreffen diese
Veranderungen nicht nur den trabekularen, sondern auch den kortikalen Knochen
im Bereich der Knochenbruchheilungszone.

Dies ist von besonderer biologischer Relevanz, da der kortikale Knochen eine
gesteigerte biomechanische Kompetenz zur Folge hat.

Ein weiterer Kernpunkt dieser Arbeit ist, dass als ein herausragender Effekt der

Applikation von Sexualhormonen die Frakturheilung nicht nur verbessert, sondern
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auch signifikant beschleunigt werden konnte. Dies wird beim Vergleich der
Frakturheilungsdauer deutlich, die bis zum Erreichen der physiologischen
biomechanischen Belastbarkeit zwischen den mit Ostrogen behandelten Tieren
und den Kontrollgruppen stark differiert. Hier lieB sich eine Reduktion der
Knochenbruchheilungsdauer um bis zu 25% verzeichnen.

Besondere Aufmerksamkeit verdient weiterhin die Tatsache, dass Sexualhormone
wahrend der Dauer der Frakturheilung gegeben, scheinbar nur spezifisch am Ort
der Knochenreparatur wirken und sich in anderen Bereichen des Skelettsystems
keine signifikanten Abnormitaten finden.

Diese Dissoziation von Frakturheilungs— und Knochenstoffwechsel insgesamt,
kann die Basis fur einen etwaigen Einsatz von Sexualhormonen als Medikament
flr zuklnftige Therapieprinzipien der Knochenbruchheilung bilden.

Der Frakturheilungsprozess kénnte so positiv moduliert werden, ohne dass der
Patient zwangslaufig durch Nebenwirkungen der Sexualhormontherapie auf den
Rest des Skelettsystems gefahrdet ist.
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