Aus dem Siegfried-Weller-Institut fir Unfallmedizinische Forschung

der Berufsgenossenschatftlichen Unfallklinik Tibingen

Retro- und prospektive Analyse von Patienten mit
Pseudarthrosen:

|dentifikation von Markern zur Knochenregeneration

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von

Héagele, Leonie Tatjana

2021



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. A. K. NUssler

2. Berichterstatter: Professor Dr. J. Henes

Datum der Disputation: 26.01.2021



Inhalt

Abbildungs- und TabellenverzeiChniS......... ... v
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..ottt Vil

L BN UNG oo 1
1.1 FragesStellung.......cccoeieiiiiieiseseeeee ettt 1
1.2  Theoretische Grundlagen.........cccoeeiiiiirinirerreeeee e 3
1.2.1  Aufbau €ines KNOCNENS..........ccoiiiiiiiiiececee e 3
1.2.2  Frakturen: Klassifizierung und Einteilung ...........cccoevevvevieeeneniecececeeeeeeen, 6
1.2.3 Intramembranése und enchondrale Frakturheilung .........c.cocooevevencicneinenne. 9
1.2.4  Pseudarthrosen und ihre Klassifikationen ............ccccccecverininenenencneeneeen 11
1.24.1 Klassifikation nach Weber und Cech..........cccoeineincineincnnccees 11
1.2.4.2 Pseudarthroseneinteilung nach Paley...........ccccoevevecivecveneeeececeeee, 12
1.2.4.3 Pseudarthroseneinteilung nach RUST ..., 13
1.2.4.4 Non union Scoring System (NUSS).......ccccocivireneininineneneneeeeeeeeneens 13
1.2.5  Operative Behandlung von PseudarthroSen ...........cccccecevevevenenenenieeecenenn 17

1.2.6  Biologische Wachstumsfaktoren sowie Einfluss auf die Knochenheilung... 20

1.2.6.1 Angiogenetische Wachstumsfaktoren...........ccocceveveecevececcesecceeseeeee, 20
1.2.6.2 Osteoblastére Wachstumfaktoren............cocovevvereeneenceneeneeneeeene 22
1.2.6.3 Osteoklastare Wachstumsfaktoren............coooeveveineneneneneneneeceeee 25

2. Material UNd MetNOTEN ........oiiiiiiie e 28
2.1 Retrospektives PatientenkolleKLiV...........cceoirveerinciericeeeseceee e 28
2.1.1 Retrospektive klinische DatenanalySe............ccocvvveeievereeceneneeeseeee e 29
2.2 Prospektive molekularbiologische Datenanalyse ..........ccccooevveveieecececeececeeee, 33
2.3 Prospektives PatientenKOolEKLIV ........c.ccieeeciiiieeicieecteeeese et 34
2.4 HOUSEKEEPIET ...ttt ettt ettt ettt st e et e s teeta e te s ta et e s beeatesteebeenbesteesaebesasestesseensests 37
2.5 RNA-ISOIALION ...ttt 38
2.5.1 Trifast-ProtoKOll........cccoooiiiiiiciiecce s 38
2.5.2 RNA ISOIALION ..veniitiieieieiereeiee ettt 39
2.6 Quantitative NUKIEINSAUIEANAIYSE.........cceecveriieeeieceetecteetese ettt 40
2.7 PRttt ettt h ettt sh e et bt et e b s ae et sbeeaneees 41
2.8 CDNA-SYNNESE......o ettt ettt st e s te s e e b e s te e st e seereetesreeneenes 42
P2 I o T 1 A O PR 43
2.10 PrimeraufliStUNG ......cccooieeeeee ettt sttt es 44

2.11 Agarose-GeleleKtrophoreSe ..o 46



2.12 Statistische Auswertung und Programime.........c.ccoeveveeeereneneneneseeseeseeeeeeeneens 47

2.13 Materialien, Chemikalien und Verbrauchsgegenstande...........cccoceveveieieeeennene 49
3L ENQEDNISSE i 51
3.1 Retrospektive ErgebniSSe.........oov i 51
3.1.1 Einfluss des Geschlechts auf die Heilung.........ccceveveiiinininincncceeeeeee, 52
3.1.2 Einfluss der Vor-Operationen auf die Heilung.........c.cccooveeveveneececeeceneeee, 53
3.1.3 Einfluss der OP-Technik auf die Ausheilung........cccccooevvecevieeececeeeecee, 54
3.1.4 Einfluss eines septischen Verlaufs auf die Heillung.........ccccocovevenincnenicennne. 55
3.1.5 Einfluss des American Society of Anesthesiologists (ASA) - Wertes auf die
HEITUNG ottt ettt ettt s e e ene b 56
3.1.6 Einfluss der Invasivitat der Versorgung nach NUSS auf die Heilung............. 57
3.1.7 Anzahl der Weichteil-Operationen und deren Einfluss auf die Heilung......... 58
3.1.8 Gesamtilbersicht der erhobenen Faktoren der Datenerhebung..................... 59
3.1.9 Tubinger NUSS-Score vs. Tubinger Procedere..........cccevinenenenenenieeeene 64
3.1.10 Risikogruppenverteilung bezogen auf die Ausheilung..........cccccoecvevvervreennnne. 65
3.1.11 Analysierte Parameter des modifizierten Tubinger NUSS-Scores............... 66
3.2 Prospektive ErgehNISSE .......cov vttt sttt e 71
3.2.1 Angiogenetische Wachstumsfakioren ...........ccccveeeeineeceenieeece et 71
I F0 0 I RV 7 PRSP 71
B2 L2 VEGF-RL ..ottt sttt ettt st s st st st naees 72
B2 1.3 VEGF-RZ ...ttt st st st e 73
3.2.2 Osteoblastare Wachstumsfaktoren.............ccveireireincnincneeeeeeeeee e 75
BL2.2. L BMIP 2.ttt sttt b e b e naeas 75
BL2.2.2 BMP T ettt 75
Bi2.2. 3 TGPttt bbb 76
Bi2.2.4 SO ST ettt et e b e bt e sttt e bbb e beenaeas 77
3.2.2.5 OSLEOCAICIN.....ueuietiieteietereeiete ettt 78
3.2.3 Osteoklastare Wachstumsfaktoren.............ccoeoverienneneenencec e 79
.23 L BAMBI .ttt st 79
4, DISKUSSION ...ttt e e e r e e e e e e e e as 80
4.1 Retrospektive DatenanalySe .........ccccvevieieriiiieieseceee ettt 80
4.1.1 Patientenzahlen in unserer Studie vs. in der Literatur...........cococeveveveeerennene. 81
4.1.2 Kritische Beurteilung unserer StUdI@ ..........cccoveeeeieecierieeeeeeee e 82
4.1.3 Die Anpassung des NUSS-SCOIES .......cccocerireereneeieie et eee e 83
4.1.4 Tubinger Procedere vs. modifizierter Tubinger NUSS — Score..........ccoeu...... 85



4.2 Prospektive DatenanalySe...........cocviriririeiieieieieeiiseseseeeeeee ettt 88

4.2.1 Angiogenetische Wachstumsfaktoren ............cocoeveveiiininincncnceceeceee 89
4.2.2 Osteoblastére Wachstumsfaktoren...........cocoevevenenenieneninenesesesee e 90
4.2.3 Osteoklastare WachstumsfaKtoren...........ccccoeveveneneieinencncneneseesee e 92

D FAZIt oo 94
LiteratUrVErZEICHNIS ..o e e e e e e e e et e e e e e e e e eeanne 97
Erklarung zum Eigenanteil .............ooeoiriiiiiieeee s 103
D= 1] 7= (o U] o [P SRRP 104



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
Abbildungsverzeichnis

ABBILDUNG 1: AMBOSS GMBH, ABSCHNITTE EINES ROHRENKNOCHENS, KAPITEL KNOCHENGEWEBE
[ZULETZT AKTUALISIERT AM 15.05.2020, ZITIERT AM 06.07.2020]
HTTPS://NEXT.AMBOSS.COM/DE/ARTICLE/200TYS. MIT FREUNDLICHER GENEHMIGUNG DER
AMBOSS GMBH. ..ottt ettt et e e e ve e et e e e a e e eaee e saaeeeteeeeaeeeeteeesaseenteeeesseenseees 4

ABBILDUNG 2: AMBOSS GMBH, AUFBAU EINES LAMELLENKNOCHENS, KAPITEL KNOCHENGEWEBE
[KAPITEL ZULETZT AKTUALISIERT AM 15.05.2020; KAPITEL ZITIERT AM 03.02.2020]
HTTPS://NEXT.AMBOSS.COM/DE/ARTICLE/200TYS. MIT FREUNDLICHER GENEHMIGUNG DER
AMBOSS GMBH. ..ottt ettt ettt e s e e et e e e b e e eave e saaeeetee e eaeeenteeesaseenteeesareenseees 6

ABBILDUNG 3: AMBOSS GMBH, EINTEILUNG NACH AO-KLASSIFIKATION, KAPITEL: ALLGEMEINE
FRAKTURLEHRE [KAPITEL ZULETZT AKTUALISIERT AM 11.03.2020; KAPITEL ZITIERT AM
03.02.2020]. HTTPS://WWW.AMBOSS.COM/DE/LIBRARY#XID=T3063F&TERM=A0 MIT

FREUNDLICHER GENEHMIGUNG DER AMBOSS GMBH. .....oooiiiiiiiiieee e e 9
ABBILDUNG 4: ,THE LADDER STRATEGY". ABBILDUNG NACH CALORI ET AL. [5], VALIDATION OF THE

NON-UNION SCORING SYSTEM IN 300 LONG BONE NON-UNIONS........cceiiirreeriieeeeirreeessireeeessneeennns 17
ABBILDUNG 5: ,,DIAMOND CONCEPT* MIT DEN VIER SAULEN DER FRAKTURHEILUNG. NACH GIANNOUDIS

P. ET AL. [26] FRACTURE HEALING: THE DIAMOND CONCEPT . ....cccccutetierteereeientesneseeeseeesseesseesseenns 18

ABBILDUNG 6: VEGF REZEPTOREN UND IHRE LIGANDEN. QUELLE:
HTTPS://UPLOAD.WIKIMEDIA.ORG/WIKIPEDIA/COMMONS/C/C8/VEGF_RECEPTORS.PNG.
ABGERUFEN AM 02.03.2020 ....ccceiiieetiee ettt et e s tte e e e stve e e e eatae e e sabaeeesataeesensaeeesabseeeessaesennnees 22

ABBILDUNG 7: GENERIERUNG DES RETROSPEKTIVEN PATIENTENKOLLEKTIVES.....c.cccoviuieeeiiieeeeineee e 28

ABBILDUNG 8: UBERSICHT UBER DIE AUSWERTUNGEN DER GETESTETEN WACHSTUMSFAKTOREN.
ANGEZEIGT WIRD DAS RANKING; JE GERINGER DIE ZAHL, DESTO WENIGER REGULIERT IST DER
ENTSPRECHENDE WACHSTUMSFAKTOR. ...vvtiiteeetieiteeeeeeiteeeseesseeeseesseessessseeessessssesssessssessssessns 37

ABBILDUNG 9: CDNA-SYNTHESE, ALLGEMEINE VORLAGE

ABBILDUNG 10: ERGEBNISSE DER RETROSPEKTIVEN DATENAUSWERTUNG. VEROFFENTLICHT IM
OKTOBER 2019 AUF DER DKOU. DIE PATIENTEN WURDEN, WIE OBEN IM ABSCHNITT 2.1
RETROSPEKTIVES PATIENTENKOLLEKTIV BESCHRIEBEN, ANALYSIERT

ABBILDUNG 11: EINFLUSS DES GESCHLECHTS AUF DIE HEILUNG........ccccuveeennene.. .

ABBILDUNG 12: ANZAHL DER VOR-OPERATIONEN BEZOGEN AUF DIE HEILUNG. AUF DER Y-ACHSE

ABGEBILDET IST DIE ANZAHL DER PATIENTEN IN ABSOLUTEN ZAHLEN. .....ccoeitiieitieeieeeereeereeeenee e 53
ABBILDUNG 13: DIE UNTERSCHIEDLICHEN PSEUDARTHROSEOPERATIONSTECHNIKEN BEZOGEN AUF DIE
AUSHEILUNG. .....tteetee ettt eetee e stteeeteeestteesteeesaaeessseesssessaeesssessasaasseesesasseenseseseesnsaeesseeesaeanseesnsesenseesnses 54
ABBILDUNG 14: DIE VERTEILUNG ZWISCHEN SEPTISCHEN UND NICHT SEPTISCHEN VERLAUFEN IN DEN
GRUPPEN DER AUSGEHEILTEN UND DER NICHT AUSGEHEILTEN PATIENTEN. ...cccovvvievieeeiie e, 55
ABBILDUNG 15: DIE UNTERSCHIEDLICHE VERTEILUNG DES ASA-SCORES ZWISCHEN AUSGEHEILTEN
UND NICHT AUSGEHEILTEN PATIENTEN. ...ccttiitteiieeiteesteesteesteesreesseesseessseessseesssesssessssesssesssessns 56

ABBILDUNG 16: DIE UNTERSCHIEDLICHE VERTEILUNG DER INVASIVITAT DER BEHANDLUNG BEZOGEN
AUF AUSHEILUNG UND NICHT-AUSHEILUNG. ABGEBILDET SIND DIE NACH DEM TUBINGER NUSS-

SCORE UNTERTEILTEN RISIKOGRUPPEN. ...cccttutiiiiiiiiiiiireeeeeeeeeiiireeeeeseeessnseseeesesessssssseesssessssssssessses 57
ABBILDUNG 17: VERTEILUNG DER ANZAHL DER WEICHTEILOPERATIONEN ZWISCHEN AUSGEHEILTEN
UND NICHT AUSGEHEILTEN PATIENTEN. ...eeiiittieieitteeeeeteeeeeteeeeessveeeeeseeessnseeesesssesesesssesssnsseesssssesesanns 58

ABBILDUNG 18: ZU SEHEN IST DIE UNTERSCHIEDLICHE EINTEILUNG DER PATIENTEN NACH AUFNAHME
DES TUBINGER, DEM MODIFIZIERTEN, NUSS-SCORES UND ALLEIN NACH ERFOLGTER OPERATIVER
THERAPIE. DIE BLAUEN BALKEN ENTSPRECHEN DER RISIKOGRUPPENVERTEILUNG NACH DEM
TUBINGER NUSS-SCORE, DIE ORANGENEN BALKEN DER RISIKOGRUPPENVERTEILUNG NACH DEM
TUBINGER PROCEDERE......ccuutiitteetteeiteesteesteesseesteesseesseessesssesssesssessssessssessssessssessssessnsssessessses 64

ABBILDUNG 19: DARGESTELLT SIND DIE UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN RISIKOGRUPPEN NACH
PUNKTEWERT DES MODIFIZIERTEN TUBINGER NUSS-SCORES UND, VOR ERHEBUNG EINES


file:///F:/Dokumente/Doktorarbeit/Doktorarbeit/Doktorarbeit%20LH%2008072020-AKN.docx%23_Toc45549988
file:///F:/Dokumente/Doktorarbeit/Doktorarbeit/Doktorarbeit%20LH%2008072020-AKN.docx%23_Toc45549988

NUSS-SCORES, ALLEIN NACH DER OPERATIV ERFOLGTEN THERAPIE. DIES WURDE NOCH NACH
AUSGEHEILTEN UND NICHT AUSGEHEILTEN PATIENTEN AUFGEGLIEDERT . ...cc.tvtetriinieieiesreeeeesneneene 65
ABBILDUNG 20: (A) VEGF-EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE VEGF-EXPRESSION ISOLIERT
BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE VEGF-EXPRESSION IN DEN
SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE .....ccerueieiirieeeerenreeeereneeeeresseseereseeseenesseseeressenees 71
ABBILDUNG 21: (A) VEGF-R1-EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE VEGF-R1-EXPRESSION
ISOLIERT BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE VEGF-R1-EXPRESSION IN
DEN SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. .....c.ceitrieutnreneeetnreneeitsreneeee et 72
ABBILDUNG 22: (A) VEGF-R2-EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE VEGF-R2-EXPRESSION
ISOLIERT BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE VEGF-R2-EXPRESSION IN
DEN SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. .....c.cctrtetrieieitnienteiesieneeie et sie e sneeene 73
ABBILDUNG 23: (A) BMP2-EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE BMP2-EXPRESSION ISOLIERT
BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE BMP2-EXPRESSION IN DEN
SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. ....ccerteterirreeterenreeeereneeeereseeseereseeseenesseseeressenees 75
ABBILDUNG 24: (A) BMP7-EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE BMP7-EXPRESSION ISOLIERT
BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE BMP7-EXPRESSION IN DEN
SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. ....cctrteetiiirieetererteeeereneeseereseeseereseeseesesseseeressenees 75
ABBILDUNG 25: (A) TGF-B1 -EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE TGF-B1 -EXPRESSION ISOLIERT
BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE TGF-B1 -EXPRESSION IN DEN
SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. ....ccutiteutrierieieiesteseeiesiestereseeseereseeseeseseenesseseeneas 76
ABBILDUNG 26: (A) SOST -EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE SOST -EXPRESSION ISOLIERT
BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE SOST -EXPRESSION IN DEN
SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. ....cctrieutrierieieeiestetstesieesteseeseereseeseesessenesseseeneas 77
ABBILDUNG 27: (A) OSTEOCALCIN -EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE OSTEOCALCIN -
EXPRESSION ISOLIERT BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE OSTEOCALCIN -
EXPRESSION IN DEN SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE.......ccccerierieerieenieeneeeeenne 78
ABBILDUNG 28: (A) BAMBI -EXPRESSION IN ALLEN GRUPPEN. (B) DIE BAMBI -EXPRESSION ISOLIERT
BETRACHTET IN DEN PSEUDARTHROSEGRUPPEN. (C) DIE BAMBI -EXPRESSION IN DEN
SPONGIOSAGRUPPEN UND DER KONTROLLGRUPPE. ....ccutrieutrierieiniestestetesiesesteseeseeseseeseeseseenesseseeneas 79



Tabellenverzeichnis

TABELLE 1: RISIKOFAKTOREN FUR EINE PSEUDARTHROSENENTWICKLUNG. TABELLE NACH

STEINHAUSEN, E., ET AL. [17], PSEUDARTHROSEN. 2013. 116(7): P. 633-649. ......ccccceveceneruenens 14
TABELLE 2: PARAMETER DES NUSS-SCORES NACH CALORI ET AL. [3] CLASSIFICATION OF NON-UNION:

NEED FOR A NEW SCORING SYSTEM? ...ueiitiietieeteeesteeeteeesteeetesesseeetaessseestaseseesasesesessnsesensessnsesensesenses 15
TABELLE 3: ERHOBENE PARAMETER IN DER RETROSPEKTIVEN DATENANALYSE .... ....33
TABELLE 4: EIGENSCHAFTEN DER ARTHRODESEN-GRUPPE. SG STEHT FUR SPRUNGGELENK.............. 34
TABELLE 5: EIGENSCHAFTEN DER GELENKNAHEN SCHAFTFRAKTUR-GRUPPE..........cociuieeeiiieeeenreee e 35
TABELLE 6: EIGENSCHAFTEN DER SCHAFTFRAKTUREN-GRUPPE ......cccvteitieitieeteesteeereesreesreesveesnee e 36
TABELLE 7: LISTE DER VERWENDETEN BIOLOGISCHEN WACHSTUMSFAKTOREN UND IHRER PRIMER..... 46
TABELLE 8: LISTE DER VERWENDETEN CHEMIKALIEN .....cccvteeiteeiteeeteesireeeiseesreesseesseessessoseessesssseesssessns 49
TABELLE 9: LISTE DER VERWENDETEN LOSUNGEN UND PUFFER ....50
TABELLE 10: LISTE DER VERWENDETEN MATERIALIEN ......vteiitieiteeeteesiteeeiteesteesseesreesseesreessessseesnsessns 50

TABELLE 11: RETROSPEKTIV ERHOBENE UND ANALYSIERTE FAKTOREN. IN SPALTE 1 STEHT DER
JEWEILS ANALYSIERTE PARAMETER IN DER ZWEITEN SPALTE IST DIE ANZAHL DER PATIENTEN, FUR
DIE EIN WERT IM JEWEILS BETRACHTETEN PUNKT VORHANDEN WAR, GELISTET. IN DER DRITTEN
UND VIERTEN SPALTE FINDEN SICH JEWEILS DER ABSOLUTE UND PROZENTUALE WERT DER
PATIENTEN, DIE AUS DER UNTERGRUPPE DES ANALYSIERTEN WERTES ,AUSGEHEILT’ ODER ,NICHT
AUSGEHEILT SIND. SPALTE 5 ZEIGT DEN P-WERT UND GIBT DAMIT DIE SIGNIFIKANZ DES
UNTERSCHIEDES ZWISCHEN HEILUNG UND KEINER HEILUNG AN. P<0,05 GILT ALS SIGNIFIKANT...63

TABELLE 12: ALLE ERHOBENEN PARAMETER DES MODIFIZIERTEN NUSS - SCORES IN TABELLARISCHER
UBERSICHT. IN DER ERSTEN SPALTE DIE ERHOBENEN PARAMETER, IN DER ZWEITEN SPALTE DIE
ANZAHL DER JEWEILS AUSGEWERTETEN PATIENTEN. IN DER DRITTEN SPALTE FINDEN SICH DIE
ZAHLEN DER AUSGEHEILTEN PATIENTEN, IN DER VIERTEN SPALTE DIE ZAHLEN DER NICHT
AUSGEHEILTEN PATIENTEN. IN SPALTE FUNF STEHEN DIE P-WERTE DIE DEN UNTERSCHIED
ZWISCHEN AUSHEILUNG UND KEINER HEILUNG ANGEBEN. SIGNIFIKANZNIVEAU WAR P < 0,05. .....68

VI



Abklrzungsverzeichnis

INR International normalized ratio

PSA Pseudarthrose

PTT Partielle Thromboplastinzeit

SD Standard deviation

RUST radiographic union scale for tibial fractures
NUSS Non Union Scoring System

AO Arbeitsgemeinschaft flir Osteosynthesefragen
rhBMPs rekombinante humane Bone Morphogenetic Proteins
RIA reamer irrigator aspirator

BMAC bone marrow aspirate concentrate

BMP Bone morphogenetic protein

VEGF vascular endothelial growth factor

FDA Food and Drug Administration

TGF-B1 Transforming growth factor beta 1

BGLAP bone y-carboxyglutamic acid-containing protein
BAMBI BMP und activin membrane-bound inhibitor
RANK Receptor activator of nuclear factor kappa-B
RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
ASA American Society of Anesthesiologists

RNA Ribonukleinséure

DNA Desoxyribonukleinsdure

Hb Hamoglobin

RT Raumtemperatur

PCR polymerase chain reaction

cDNA Complementary desoxyribonukleinsdure
g-rt PCR gquantitative real-time PCR

min Minuten

sec Sekunden

h Stunden

CP Crossing Point

Tu RG Tibinger Risikogruppen

p/m Plus/minus

RG Risikogruppe

GA/P Arthrodesen-Pseudarthrosengruppe

GA/S Arthrodesen-Spongiosagruppe

GG/P Gelenknahe Pseudarthrosengruppe

GG/S Gelenknahe Spongiosagruppe

GS/P Schaftnahe Pseudarthrosengruppe

CO Kontrollgruppe

ASA American Society of Anesthesiologists

SG Sprunggelenk

Vil




1. Einleitung
1.1 Fragestellung

Die Medizin lebt vom Fortschritt in Forschung, Behandlungsstrategien und
Operationstechniken. Jean-Paul Sartre, franzdsischer Philosoph aus dem 20.
Jahrhundert, sagte: ,Fortschritt ist das Werk der Unzufriedenen®. Demzufolge
sollten vor allem in der Unfallchirurgie, wo Patienten oftmals lange Leidenswege
erdulden, und medizinisches Personal sie dabei Uber Jahre hinweg begleitet,
viele Fortschritte geschehen. Dennoch ist das bisher verwendete
Klassifikationssystem fur Pseudarthrosen von Weber und Cech aus dem Jahr

1976, und damit weder aktuell noch zeitgeman.

Betrachtet man alle Frakturen der langen Rohrenknochen, so kommt es in 10%
der Falle zu einer verzogerten oder ausbleibenden Knochenbruchheilung. In
diesem Fall spricht man von einer Pseudarthrose [1]. Die Pseudarthrosenrate
steigt auf bis zu 30%, wenn der Patient eine Pradisposition mitbringt, welche ihn
zum Risikopatienten macht. Ein grof3es Problem stellen neben der langen
Heilungszeit fir den Patienten auch die daraus entstehenden, hohen
volkswirtschaftlichen Kosten dar. Die rezidivierenden stationaren Aufenthalte,
Revisionsoperationen und intensivierte Behandlung des Patienten tragen zu
diesen Kosten bei, ebenso wie die verlangerte Arbeitsunfahigkeit und die
Produktivitatsminderung fir den entsprechenden Zeitraum der verzégerten oder
ausbleibenden knéchernen Ausheilung. Antonova et al. beschrieben eine
Kostenzunahme von 11.686 US-Dollar auf 25.556 US-Dollar, wenn eine

Tibiafraktur nicht innerhalb von 24 Monaten ausgeheilte [2].

Da zum aktuellen Zeitpunkt keine verlassliche Therapieoption fur
Pseudarthrosen bekannt ist, ergibt sich der alternative Ansatz, mogliche
Risikofaktoren fur die Entstehung einer Pseudarthrose zu identifizieren, um die
entsprechenden Patienten friihzeitig zu erkennen und durch eine Anpassung des

therapeutischen Ansatzes eben jenen Risikofaktoren entgegenzuwirken.

Dafur muss zuerst jedoch die Klassifizierung der Pseudarthrosen vereinheitlicht

werden. Calori et al. [3] haben die Idee aufgebracht, dass von 1976 stammende



Modell von Weber und Cech, die Einteilung der Pseudarthrosen in atroph,
hypertroph und oligotroph, zu modernisieren. Ein Versuch einer ganzheitlichen
Herangehensweise ist der NUSS-Score (Non Union Scoring System). Dieser
bezieht patientenbezogene Risikofaktoren in die Risikogruppenbildung ein und
leitet daraus einen Therapieansatz ab. Dass der NUSS-Score ein gutes
Instrument ist, um Heilungsverlaufe einzuschatzen und optimieren zu kénnen,
zeigten Abumunaser et al. [4] und Calori et al. [5]. Dass der NUSS-Score jedoch
im klinischen Alltag an seine Grenzen st6(3t, zeigten van Basten Batenburg et al.
[6]. Sie evaluierten die Notwendigkeit einer Anpassung des NUSS-Scores an
alltagliche Faktoren und klinische Umsetzbarkeit. Diesen Ansatz wollen wir nun
anhand unserer in der BG Unfallklinik Tubingen behandelten Patienten

Uberprufen und verifizieren.

Obwohl genetische Pradispositionen flr Pseudarthrosen bereits identifiziert
werden konnten [7, 8], fehlt bisher innerhalb des wissenschaftlichen Diskurses
eine genaue Untersuchung des pseudarthrotischen Knochens. Aus dem
Gedanken, biologische Wachstumsfaktoren kdnnten im Pseudarthrosengebiet
anders exprimiert sein als dies in gesunden Knochen der Fall ist, ergibt sich eine
Herangehensweise mit Blick auf die Atiologie der Pseudarthrosenentstehung.
Hierfir muss jedoch RNA aus humanen Knochen isoliert werden, was bisher,
trotz hohem Kostendruck fiir das Gesundheitssystem und groBem Leidensdruck
fur die Patienten, noch nicht geschehen ist. Diese Arbeit soll daher zeigen,
inwiefern die RNA-Isolation aus humanem Knochen maoglich ist, und darauf
aufbauend, ob eine unterschiedliche Expression biologischer
Wachstumsfaktoren zwischen gesundem und pseudarthrotischem Knochen
besteht.

In Summer ergeben sich daher die folgenden Ziele dieser Dissertation:

1. Den gesamten Krankheitsverlauf von Patienten mit Pseudarthrose
retrospektiv. zu analysieren und zu vergleichen. Dabei sollen
Gemeinsamkeiten entdeckt und Risikofaktoren identifiziert werden.

2. Prospektiv bei Patienten mit Pseudathrose das Expressionsprofil

einzelner Wachstumsfaktoren im Vergleich zu Kontrollen zu bestimmen.



1.2 Theoretische Grundlagen

1.2.1 Aufbau eines Knochens

Grundsatzlich unterscheidet man die Knochen in zwei verschiedene
Knochenarten, den Geflechtknochen und den Lamellenknochen. Der
Geflechtknochen tritt in Phasen von viel Knochensubstanzbildung auf, wahrend
der embryonalen Entwicklung und der Frakturheilung. Er zeichnet sich durch
ungeordnet verlaufende Kollagenfasern aus, sowie durch eine hohe Zelldichte.
Im Gegensatz dazu ist der Lamellenknochen deutlich stérker organisiert.
Lamellenknochen entsteht durch Umbau aus dem Geflechtknochen und besteht
aus zwei Gewebsformen, der Substantia spongiosa und der Substantia corticalis.
Die Kollagenfasern sind nicht mehr ungeordnet, sondern verlaufen entlang der
wirkenden Kratft [9].

Exemplarisch sollen hier der Aufbau und die Grundstruktur eines Knochens
anhand eines langen Roéhrenknochens dargestellt werden (Abb.1), da dieser in
dieser Arbeit die grof3te Rolle spielt. AulRer den langen Rohrenknochen gibt es
noch kurze Rohrenknochen (Ossa metacarpi, Ossa digitorum manus, Ossa
metatarsi, Ossa digitorum pedis) sowie platte (Scapula, Os coxae und die
Schadelknochen), kurze (Ossa carpi und Ossa tarsi) und unregelmaRige
Knochen (z.B. Wirbelknochen) [9].

Die langen Rohrenknochen, zu welchen Humerus, Ulna und Radius, Femur,
Tibia und Fibula zahlen, bestehen aus zwei Knochenenden, den so genannten
Epiphysen, und dem langen Zwischenstiick, der Diaphyse. Den Ubergang

zwischen Epi- und Diaphyse bezeichnet man als Metaphyse (Abb.1).

In der untenstehenden Abbildung ist das Innere eines Knochens abgebildet. Es
lasst sich in verschiedene Gewebe unterteilen. An der AulRenflache des
Knochens unterscheidet man die Substantia corticalis von der im Inneren
gelegenen Substantia spongiosa. Die Substantia spongiosa besteht aus einer
Anordnung feiner Knochenbélkchen, den sogenannten Trabekeln, die je
nachdem wie sie angeordnet sind, auf Druck oder Zug ausgerichtet sind. In der



Diaphyse der Rohrenknochen befindet sich auRerdem die Markhohle, Cavitas
medullaris, in welcher sich, ebenso wie in den Zwischenrdumen der Trabekel,
Knochenmark befindet. Zu Anfang des Lebens befindet sich in der Markhdhle
rotes Knochenmark, das seinen Namen auf Grund seiner Fahigkeit zur
Blutbildung tragt. Wahrend des Alterungsprozesses wird das rote Knochenmark
zunehmend durch gelbes, fettreiches Knochenmark ersetzt. Rotes Knochenmark
bleibt nur in wenigen Knochen, wie zum Beispiel den Rippen und dem Becken,
erhalten [9].

Epiphyse
Substantia spongiosa

mit Knochenmark (rot

Metaphyse

Endost

Substantia compacta
-t Markhohle
Knochenmark (gelb)

Diaphyse

Abbildung 1: AMBOSS GmbH, Abschnitte eines Réhrenknochens, Kapitel Knochengewebe [zuletzt
aktualisiert am 15.05.2020, zitiert am 06.07.2020] https://next.amboss.com/de/article/200TYS. Mit
freundlicher Genehmigung der AMBOSS GmbH.

Der Knochen wird auf seiner gesamten Lange von einem straffen Bindegewebe,
dem Periost, bedeckt. Dies ist eine nerven- und gefal3reiche Schicht. Nur an den
knorpeliiberzogenen Gelenkflachen ist das Periost unterbrochen. Alle inneren
Zwischenraume, auch innerhalb der Trabekel, sind von Endost tiberzogen, der

inneren Knochenhaut [9].

Das Knochengewebe besteht aus dicht verflochtenen Knochenzellen, den

Osteozyten. Diese sind in eine Extrazellularsubstanz eingebettet und liegen in
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kleinen Knochenhothlen, den so genannten Lacunae osseae. Die Osteozyten
stehen miteinander Gber Knochenkandalchen, Canaliculi osseoae, in Verbindung.
Blutgefalie versorgen die Knochenzellen mit Sauerstoff und Né&hrstoffen. Je ein
Blutgefald mit darum angeordneten Osteozyten bezeichnet man als Osteon, dies
stellt die ,funktionelle Einheit’ des Knochens dar. In der nachfolgenden Abbildung
ist dieser Aufbau gut sichtbar dargestellt (Abb. 2).

Aul3er den Osteozyten, die dem Erhalt der Knochenmatrix dienen, existieren im
Knochen noch zwei weitere Zellarten. Die Osteoblasten sind die Vorlauferzellen
der Osteozyten. Osteoblasten entwickeln sich aus undifferenzierten
Mesenchymzellen, welche embryonale Bindegewebszellen sind. Sie
produzieren das Osteoid, die Grundsubstanz des Knochens. Damit dienen sie
dem Auf- und Umbauprozess im Knochen. Ebenso steuern sie die
Mineralisierung des Knochens. Osteoblasten zeigen eine ausgepragte
Basophilie in der Histologie, da sie eine hohe Proteinsyntheserate aufweisen. Ist
ein Osteoblast komplett von der von ihm produzierten Knochenmatrix

eingeschlossen, bezeichnet man dies als eine reife Zelle, einen Osteozyten [10].

Osteoklasten stellen die dritte Zellart dar. Sie sind vielkernige Riesenzellen und
sind fur den Knochenabbau verantwortlich. Die Osteoklasten entstehen aus
hamatopoetischen =~ Stammzellen des  Knochenmarks. Sie  bilden
Resorptionszonen, in denen der Knochen gerade abgebaut wird: diese Zonen

bezeichnet man auch als Howship-Lakunen [9].
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Abbildung 2: AMBOSS GmbH, Aufbau eines Lamellenknochens, Kapitel Knochengewebe [Kapitel zuletzt
aktualisiert am 15.05.2020; Kapitel zitiert am 03.02.2020] https://next.amboss.com/de/article/200TYS. Mit
freundlicher Genehmigung der AMBOSS GmbH.

Ein Osteoklast baut zehnmal mehr Knochensubstanz ab, als ein Osteoblast
aufbauen kann. Um ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen Auf- und Abbau zu
erhalten, missen wesentlich mehr Osteoblasten als Osteoklasten im Gewebe
vorliegen. Da es sich bei beiden Zellarten um entwicklungsbiologisch
unterschiedliche Systeme handelt, ist das Zusammenspiel beider Zellarten sehr

komplex und bis heute noch nicht vollstandig verstanden [10].

1.2.2 Frakturen: Klassifizierung und Einteilung

Eine Fraktur bezeichnet einen Knochen, dessen Kontinuitat unter Bildung von
zwei oder mehreren Fragmenten unterbrochen ist. Dies kann aus einer direkten
oder indirekten Gewalteinwirkung resultieren, wenn dabei die Elastizitat und
Festigkeit des Kochens uberschritten wird und dieser letztendlich bricht.
Abzugrenzen von der Fraktur, der vollstdndigen Durchtrennung des Knochens,
sind die Fissur und die Infraktion. Bei einer Fissur handelt es sich um einen
Knochenriss ohne Kontinuitatsdurchtrennung und bei der Infraktion um einen
Spaltbruch des Knochens [9, 11].

Frakturen lassen sich nach ihren Entstehungsformen einteilen. Hier wird unterteilt
in die traumatischen Frakturen, die durch eine einmalige, pl6tzlich direkt oder

indirekt auf den Knochen wirkende Gewalt hervorgerufen werden. Dabei kann es
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sich um einen Stol3, einen Schlag, eine Biegung, eine Stauchung oder eine
Torsion handeln. Pathologische Frakturen hingegen entstehen ohne adaquate
Gewalteinwirkung. Die Fraktur ist nur deshalb moglich, da die Knochenstruktur
bereits vor dem Ereignis nicht mehr komplett intakt war. So kann eine Fraktur
durch eine entzindliche Erkrankung, benigne oder maligne Erkrankungen oder
generalisierte Knochenerkrankungen entstehen. Die dritte Klasse der Frakturen
bilden die Ermudungsfrakturen. Diese treten ohne aul3ere Gewalteinwirkungen
als Folge rezidivierender Mikrotraumen auf chronisch geschwachtes
Knochengewebe auf. Als typische Beispiele lassen sich Frakturen der

Metatarsalia bei Joggern oder Wanderern nennen [9, 11].

Da die in dieser Arbeit verwendeten Daten ausschliel3lich auf traumatischen
Frakturen basieren, soll auf deren weitere Klassifikation noch genauer

eingegangen werden.

Die traumatischen Frakturen werden nach der Art der Gewalteinwirkung
unterschieden. So gibt es Biegungsfrakturen, bei denen auf der Konvexseite des
Knochens die Elastizitdat durch Zug und auf der Konkavseite durch Druck
Uberschritten wird. Es kommt zum Bruch des Knochens mit Absprengung eines
Biegungskeils auf der Konkavseite.

Die Torsionsfraktur ist die typische Skifahrer-Verletzung. Wird der an einer Seite
fixierte Knochen einer Drehung in die entgegengesetzte Richtung ausgesetzt,

resultiert daraus eine spiralférmige Frakturlinie.

Infolge direkter Gewalteinwirkungen auf den Knochen kommt es meistens zu
einem Querbruch. Dieser wird Schub- oder Abscherfraktur genannt. Auch die

Knorpel-Knochen-Absprengung bei einer Luxation ist eine Abscherfraktur [9].

Abrissfrakturen entstehen infolge von Zugkraften, die zum Abriss und der
Dislokation eines Knochenfragmentes tGber den Zug durch eine Sehne oder ein

Band fuhren.

Stauchungsfrakturen resultieren aus der Stauchung in der Langsachse. Dies

kann bei Wirbelkdrpern zu Kompressionsfrakturen fuhren.



Bei einer auf breiter Flache und schnell eintretender Gewalteinwirkung kann es
zu Mehrfragment- und Trimmerfrakturen kommen. Die Mehrfragmentfraktur
besteht aus vier bis sechs Knochenfragmenten, die Trimmerfraktur aus mehr als
sechs grofReren Bruchstiicken [9].

Nach der Hautintaktheit unterscheidet man zudem in offene oder geschlossene
Frakturen. Bei der geschlossenen Fraktur ist die Haut unbeschéadigt, bei der
offenen Fraktur hat ein Frakturfragment die Haut durchtrennt. Offene Frakturen
werden dabei nach Gustilo und Anderson klassifiziert. Grad 1 ist dabei eine
Durchspiel3ung der Haut Kkleiner als ein Zentimeter mit unbedeutender
Verschmutzung und einer einfachen Frakturform. Grad 2 ist eine
Hautdurchtrennung grof3er als ein Zentimeter mit Weichteilquetschungen und
mittlerer Kontamination. Bei Grad 3 besteht eine ausgedehnte
Weichteilverletzung mit breiter Eréffnung des Frakturareals. Bei Tibia-Frakturen
des Gustilo-Anderson Typ 2 kam es in 16% der Falle zu Pseudarthrosen, bei
Gustilo-Anderson Typ 3A in 60% und bei Gustilo-Anderson Typ 3B in 80% der
Falle [12].

Typischerweise werden die Frakturen nach der AO-Klassifikation zur
Beschreibung der Lokalisation und Beschaffenheit eingeteilt[13]. AO steht dabei
fur ,Arbeitsgemeinschaft fir Osteosynthesefragen®. Die Klassifikation benutzt
dabei einen funfstelligen Code, der mit den ersten beiden Zahlen Aussagen zur
Lokalisation gibt. Das Schema ist in Abbildung 3 dargestellt. Die fir diese Arbeit
wichtigsten Codes sollen hier genannt werden: die erste Zahl bezieht sich auf die
Kdrperregion. 1 steht fir Humerus, 2 fir Radius und Ulna, 3 fir Femur und Patella
und 4 fir Tibia und Fibula. Die zweite Zahl gibt den ndheren Frakturort innerhalb
der Korperregion an. Hier steht 1 fir proximal, 2 fur diaphysar und 3 fur distal.
Auf das erste Zahlenpaar folgt ein GroRbuchstabe, der die Schwere der Fraktur
angibt. A bedeutet hierbei einfache oder extraartikuléare Fraktur, B Keilfraktur oder
partielle Gelenkbeteiligung und C komplexe Fraktur oder vollstandige
Gelenkfraktur. An die jeweiligen Grol3buchstaben schlie3en sich nochmals
Zahlen an, die die Schwere der Fraktur weiter charakterisieren, von 1 bis 3

zunehmend. Da diese Arbeit sich hauptsachlich mit Tibiafrakturen beschétftigt,



zeigt das untenstehende Bild in Abbildung 3 die Lokalisationen von Tibiafrakturen

anhand der AO Klassifikation.
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1.2.3 Intramembrantse und enchondrale Frakturheilung
Unter Frakturheilung versteht man den Heilungsprozess, den ein Knochendefekt

durchlauft, um seine vollstandige Kontinuitat wiederzuerlangen.

Knochenbriche kdnnen auf zwei verschiedene Arten heilen, entweder
intramembrands oder enchondral, auch als ,direkte® oder ,indirekte
Knochenbruchheilung bezeichnet, oder auch ,primare’ oder ,sekundare

Frakturheilung’ genannt [14].

Die intramembrandse primare Knochenheilung kann dann stattfinden, wenn die
Fraktur ohne Zerstérung des Periosts erfolgt ist. Sie lauft ohne sichtbare
Kallusbildung ab. Wenn der Frakturspalt kleiner als ein Millimeter ist, wachst
zunéchst kapillarreiches Bindegewebe in den Frakturspalt ein. Um diese
Strukturen herum lagern sich Osteoprogenitorzellen aus End- und Periost an. So
bildet sich im Bereich der Markhohle ein Ubergangsgewebe aus
Knochenbalkchen. Ist der Bruch chirurgisch gut versorgt, kénnen die Osteone

der beiden Bruchenden aufeinander zuwachsen und sich direkt verbinden.
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Aufgrund der anfangs geringeren Belastbarkeit wird eine Schonung in den ersten
acht Wochen empfohlen. Ab der achten Woche wird der Knochen durch
Osteoklasten abgebaut und druck- und zugstabiler umgebaut. Letztendlich findet
bei der primaren Frakturheilung eine direkte kndcherne Heilung auf Basis von
Knochenbildung durch Osteoblasten statt [14].

Sind die Frakturenden weniger gut adaptiert oder liegen mehrere Frakturstiicke
vor, kommt es zur enchondrale sekundaren Frakturheilung. Diese lasst sich in
mehrere spezifische Phasen einteilen [14] und findet in immer gleichbleibender

Reihenfolge statt:

In der frihen Frakturphase bildet sich im Frakturareal zuerst ein Hamatom, mit
diesem gelangen Zellen in die Frakturgegend. Diese Zellen sind fur die Synthese
von proinflammatorischen Faktoren (acidic fibroblast growth factor (aFGF), basic
fibroblast growth factor (bFGF), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), platelet
derived growth factor (PDGF) und transforming growth factor beta (TGF-B)
verantwortlich [15]. Die Entziindungskaskade wird durch diese Faktoren aktiviert
und fuhrt zur Freisetzung von Entzindungsmediatoren. Das Hamatom wird
abgebaut und durch fibroblasten-ahnliche Zellen ersetzt. Diese differenzieren zu
hypertrophen Chondrozyten und bilden als Ubergangsknochen den Kallus im
ehemaligen Frakturareal. In der Folge wird der Kallus durch aktivierte
Osteoblasten knéchern umgebaut. Das Frakturareal imponiert in Réntgenbildern
oder bei der klinischen Untersuchung verdickt, da die gebildete Kallusmanschette
wesentlich dicker ist als der Knochen. Die sekundéare Frakturheilung endet damit,
dass der Knochen noch einmal umgebaut wird (Remodeling). Dabei wird der
Kallus von Osteoklasten abgebaut und der Knochen durch Osteoblasten stabil
erneuert. Die vollstandige Ausheilung des Knochens hangt dabei von der
Verletzungsart und dem Areal ab und dauert beim Menschen meist etwa vier bis
sechs Monate [14].

Ein weiterer wichtiger Schritt der Frakturheilung ist die Angiogenese. Diese
kommt bereits in der frihen Phase der Frakturheilung vor. Die durch den Bruch
bedingte Hypoxie aktiviert die Freisetzung von HIFlalpha, einem initialen

Transkriptionsfaktor, der anschlie3end die Freisetzung von VEGF stimuliert und
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so die Angiogenese anregt [16]. Wichtig sind die Einsprossung und Neubildung

von Gefalden, in der Frakturregion.

1.2.4 Pseudarthrosen und ihre Klassifikationen

Wenn eine Fraktur nach vier Monaten noch nicht geheilt ist, spricht man von einer
verzogerten Frakturheilung. Dauert der Heilungsprozess mehr als sechs Monate,
handelt es sich um eine Pseudarthrose. Am haufigsten kommen Pseudarthrosen
an langen Réhrenknochen vor [17]. Symptome, die durch eine Pseudarthrose
hervorgerufen werden, sind Schmerzen, eine abnorme Beweglichkeit oder eine
dauerhafte Funktionseinschrankung. Radiologisch imponiert ein weiterhin
sichtbarer Frakturspalt. Das Wort ,Pseudarthrose’ leitet sich aus dem
Griechischen ab, pseudes — falsch und arthros — Gelenk. Das Gelenk ist deshalb
ein ,Falschgelenk’, da es zwar Bewegung erlaubt, allerdings keinerlei andere
Kriterien fur ein Gelenk erflllt. So besitzt es keine Kapsel, Gelenkfliissigkeit oder
einen stltzenden Bandapparat.

Nicht nur infolge einer Fraktur kann es zu einer Pseudarthrose kommen. Auch
nach Operationen zur Versteifung eines Gelenks (sog. Arthrodese), die in der
Folge nicht zeitgerecht ausheilen, kann eine Pseudarthrose entstehen.
Indikationen fiir Arthrodesen kénnen chronische Gelenkinstabilitaten, schwere

Fehlstellungen oder eine fortgeschrittene Arthrose sein [14].

1.2.4.1 Klassifikation nach Weber und Cech

Pseudarthrosen lassen sich nach ihrem radiographischen Bild in drei
verschiedene Art, nach der gleichnamigen von Weber und Cech 1976 [18]
festgelegten Klassifikation, einteilen: atrophe, hyptertrophe und oligotrophe

Pseudarthrosen.

Die sogenannten atrophen Pseudarthrosen sind durch das Ausbleiben von
Kallusbildung gekennzeichnet. Es werden hierbei anhand des Rontgenbilds
Ruckschlisse auf die ausbleibenden biologischen Prozesse gezogen wie z.B.
eine mdgliche verminderte Durchblutung. Dass die Durchblutung nicht komplett
fehlt, konnte in einigen Studien inzwischen gezeigt werden [19-21]. Oftmals
finden sich Frakturfragmente, die keinen Anschluss an den Rest der Fraktur

gefunden haben. Diese sklerosierten Knochen hindern den Knochen an der
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Revaskularisierung. Bei dieser Pseudarthrosenart ist im Rontgenbild kein
Knochenwachstum zu finden und der Frakturspalt verbleibt mit abgerundeten
Knochenenden klar sichtbar. Bei atrophen Pseudarthrosen existiert die Theorie
der zu starren operativen Versorgung, so dass die Biologie der Frakturheilung
nicht in Kraft treten kann und der Knochen keinen Wachstumsreiz erhélt. Dies ist
haufig der Fall, wenn die Knochenenden zu stark durch eine
Plattenosteosynthese fixiert sind und der Patient dazu keinerlei Belastung und
Bewegung in das Frakturgebiet bringt.

Hypertrophe Pseudarthrosen zeichnen sich durch eine vermehrte Kallusbildung
aus [17]. Im Knochen existiert eine gute Revaskularisierung und es formt sich viel
Faserknorpel. Radiologisch sieht man eine vermehrte, allerdings weder
zielgerichtete noch stabile, Kallusbildung. Hierbei geht man von einer
UberschieRenden Biologie aus. Mdoglicherweise bedingt durch eine nicht
ausreichend biomechanisch stabil versorgte Osteosynthese entsteht in diesem
Fall im ehemaligen Frakturareal zu viel Beweglichkeit oder der Patient belastet
zu viel [17, 22]. Dadurch kann der Knochen keine feste Verbindung herstellen
und der Bruch heilt nicht stabil aus. Im Extremfall lassen sich radiographisch
Elefantenful3- artige Veranderungen an beiden Knochenbruchenden darstellen,
die grof3e Kallusformationen bilden, die aber keinen Anschluss aneinander

finden.

Haufig kommen gemischte Formen atrophen und hypertrophen Typs im
ehemaligen Frakturareal vor: so heilt eine Fraktur an der vorderen Bruchkante
mit  vermehrter Kallusbildung, also hypertroph, wahrend sich im
dahinterliegenden Frakturareal keine Kallusbildung, also ein atrophes
Geschehen, zeigt. Stehen beide Anteile etwa im Gleichgewicht zueinander, wird
die Pseudarthrose als oligotroph bezeichnet.

1.2.4.2 Pseudarthroseneinteilung nach Paley
Die Einteilung ist prinzipiell auf alle Knochen ubertragbar. An der Tibia
unterscheidet man zwischen Typ A, Knochendefekt <l1cm und Typ B >1cm mit

weiteren Untergruppen [17, 23]. Weiter unterteilt wird dabei bei Typ A ob eine
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Verformung vorliegt oder nicht, bei Typ B in B1: Knochendefekt ohne Verkiirzung,

B2: Verkirzung ohne Frakturliicke und B3: Verklrzung und Frakturliicke [23].

1.2.4.3 Pseudarthroseneinteilung nach RUST

Der radiographic union scale for tibial fractures, kurz RUST, beurteilt die Fraktur
anhand der Frakturlinien und Kallusbildung aller vier Kortizes auf je zwei
Rontgenbildern. Es konnte ein betrachterunabhangiger Vorteil gegenuber
anderen konventionellen Verfahren zur Beurteilung der Frakturdurchbauung
nachgewiesen werden. Jedoch kann bisher keine Aussage zum funktionellen
Outcome der Patienten getroffen werden [17, 24]. AulRerdem ist der RUST nur
auf die Pseudarthrosen der Tibia anwendbar und kann an keinem anderen

Frakturareal genutzt werden.

1.2.4.4 Non union Scoring System (NUSS)

Mehrere Autoren haben daraufhin gewiesen, dass die Weber/Cech
Klassifiziereung heute nicht mehr ausreichend ist, da diverse Risikofaktoren [25],
die am Entstehungsprozess einer Pseudarthrose beteiligt sein kénnen, hier nicht
bertucksichtigt werden. Risikofaktoren, die mit der Bildung einer Pseudarthrose

assoziiert sind, sind in Tabelle 1 dargestellt.

Lokalisation der Fraktur

Lokale Faktoren Offene Fraktur

Grad des Weichteilschadens

Vaskularisierung

Infektion

Weichteilinterposition

Frakturzustand (Frakturspalt, Kontakt der
Fragmente)
Operationsergebnis (Qualitat, Stabilitat)

Alter des Patienten

Systemische Geschlecht
Faktoren Erndhrungszustand
Nikotin

Medikamenteneinnahme

Alkoholabusus
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Vorerkrankungen (z.B Diabetes mellitus,
pAVK)
Bestrahlung

Knochenqualitdt (Osteoporose)

Vitamin — D — Mangel

Tabelle 1: Risikofaktoren fir eine Pseudarthrosenentwicklung. Tabelle nach Steinhausen, E., et al. [17],
Pseudarthrosen. 2013. 116(7): p. 633-649.

2008 wurde daraufhin der NUSS-Score entwickelt, um Pseudarthrosen besser
klassifizieren und untereinander vergleichen zu kénnen. AulRerdem schliel3t sich
an die entsprechende Klassifizierung ein Behandlungsregime an, die sogenannte
Ladder- Strategy [3]. Bisher ist der NUSS-Score jedoch hauptsachlich in der
Theorie genutzt und wird klinisch kaum angewendet. Mehrere Autoren, wie
Abumunaser et al. [4] und Calori et al. [5], haben anhand eigener retrospektiver
Daten den NUSS-Score verglichen mit den erfolgten Behandlungen der
Patienten. Sie konnten an jeweils kleinen Patientenkollektiven zwischen 40 und
156 Patienten mit Pseudarthrose der Tibia zeigen, dass der NUSS — Score ein
valider Score ist und Beachtung im klinischen Alltag verdient. Van Basten
Batenburg et al. [6] schlug eine Anpassung der erhobenen Parameter im NUSS

— Score vor, setzte diese jedoch noch nicht um.

Die nachfolgende Tabelle 2 zeigt alle berlcksichtigten Faktoren des NUSS-

Scores.

Parameter des NUSS-Scores

Der Patient Punkte | Maximale Punktezahl
Diabetes Nein 0 2
Ja — gut eingestellt 1
Ja — schlecht eingestellt 2
Nikotin Nein 0 5
Ja 5
ASA 1 oder 2 0 1
3 oder4 1
Blutergebnisse: Leukozyten > 12 /nl 1 3

Leukozytenzahl, Blutsenkung > 20 mm/h 1

Blutsenkung, CRP CRP > 20 mg/I 1

Infektion Keine 0 4
Verdacht auf Infektion 1
Septisch 4
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Medikamente Steroide 1 2
NSAID 1
Der Knochen Punkte | Maximale Punktezahl

Primarfraktur Geschlossen 0 5
Offen Grad | 1
Offen Grad II-1lIA 3
Offen 1lIB und IlIC 5
Knochenqualitat Gut 0 3
MittelmaRig 1
Schlecht 2
Sehr schlecht 3
GroRRe des 0,5-1cm 2 5
Knochendefektes 1-3cm 3
>3 cm 5
Anzahl der vorherigen | Keiner 1 4
Eingriffe am Knochen | <2 2
2-4 3
>4 4
Weber und Cech Hypertroph 1 5
Klassifikation Oligotroph 3
Atroph 5
Invasivitat des Minimal — geschlossen chirurgisch 0 3
vorangegangenen Intramedullarer Nagel 1
Eingriffs Extramedulldrer Nagel 2
Osteosynthese inklusive 3
Knochenersatz
Knochenausrichtung Nicht anatomisch 0 1
Anatomisch 1
Stabilitat der initialen | Inaddquate Stabilitat 0 1
Frakturversorgung Addquate Stabilitat 1
Weichteile Punkte | Maximale Punktezahl
Weichteilstatus Intakt 0 6
Mit kleinen Verletzungen 2
Vorangegangene Versorgung des 3
Weichteildefektes
Vorangegangener freier Lappen 4
Schlechte Durchblutung 5
Vorhandener Hautdefekt 6

Tabelle 2: Parameter des NUSS-Scores nach Calori et al. [3] Classification of non-union: Need for a new

scoring system?

Ein weiterer wichtiger Bestandteil des NUSS-Scores ist die aus den

Punktewerten generierte “Ladder strategy”, siehe Abbildung 4. Die “Ladder

strategy” zeigt Behandlungsstrategien, je nach erreichtem Punktewert des

Patienten. Fur geringe Probleme soll ein einfacher Losungsansatz gewahit

werden, fur komplexere Probleme ein weiterreichender Losungsansatz [5].
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Im NUSS-Score werden vier Patientengruppen unterschieden [5], je nach dem

erreichten Punkterang:

e Punktewert 0 bis 25; das Problem in der Pseudarthrose wird als
mechanisch angesehen, mit verbesserter Stabilitat im
Pseudarthrosengebiet wird von einer unkomplizierten Heilung
ausgegangen.

e Punktewert 26 bis 50; diese Patientengruppe braucht eine erweiterte
Behandlung, da das Problem sowohl mechanisch als auch biologisch
vermutet wird. Zusatzlich zu einer verbesserten Stabilisierung braucht es
einen biologischen Anreiz zur Ausheilung der Pseudarthrose. Dieser kann
aus einer Ultraschalltherapie, dem Einbringen von mesenchymalen
Stammzellen oder Wachstumsfaktoren bestehen.

e Punktewert 51 bis 75; die Pseudarthrose wird als komplex angenommen
und bedarf einer komplexen Behandlung. Das Pseudarthrosenareal muss
reseziert werden und der daraus entstandene Knochendefekt durch zum
Beispiel einen Knochentransport behandelt werden. Dies kann entweder
Uber einen externen Fixateur oder eine Spongiosatransplantation
erfolgen. Zusatzlich werden entweder Zellen eingebracht oder
Wachstumsfaktoren, die lose oder bereits auf einem Tragergerist
integriert sind.

e Punktewert 76 bis 100; in dieser Patientengruppe muss, je nach
Lokalisation der Pseudarthrose, haufig einer fortgeschrittenen
Infektpseudarthrose, unter Berlcksichtigung des Gesamtzustandes des
Patienten und Grol3e des Knochendefekts eine Amputation in Betracht
gezogen werden. Alternativ.  wird eine  Arthrodesen- oder

Prothesenversorgung vorgeschlagen.
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»The Ladder Strategy*

Risikofaktorenanalyse nach NUSS-5core,

Einteilung in Risikogruppen
0-25 Punkte 76-100 Punkte

i r
m

26-50 Punkte 51-75 Punkte

4

Verbesserung der
Stabilitat

Amputation,
Arthrodese oder
Prothese

Verbesserte Stabilitat Knochentransport +

+ biologischen Anreiz biologischer Anreiz

—

Schwere der Pseudarthrose

Abbildung 4: ,The Ladder Strategy“. Abbildung nach Calori et al. [5], Validation of the Non-Union Scoring
System in 300 long bone non-unions.

1.2.5 Operative Behandlung von Pseudarthrosen
Die operative Behandlung von Pseudarthrose orientiert sich an dem Diamond

concept [26], siehe auch Abbildung 5.

In der Regel kommt es bei einer Pseudarthrose zu einer Revisionsoperation, in
der das Osteosynthesematerial Uberprift, gewechselt oder erganzt wird. Haufig
ist eine individuelle Therapie unter Berlcksichtigung der Pseudarthrosenart, der
Begleiterkrankungen und des Zustandes des Patienten notwendig.

Das ,Diamond concept® (sieche Abb. 5) beschreibt den Ansatz, die
Knochenheilung als von mehreren Faktoren abhangig anzusehen. Es stitzt sich
auf vier Saulen: die mechanische Stabilitat, die Osteogenese mit Vorhandensein
von vitalen Zellen, die Osteoinduktion durch Wachstumsfaktoren und die
Osteokonduktion als Wachstumsgerust [17, 26]. Ebenfalls als wichtig angesehen
wird die Vaskularitat [17].

Es wird davon ausgegangen, dass fiur die Knochenheilung alle Saulen gleich

wichtig sind und entsprechend optimiert werden mtssen [17].
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»Diamond concept”

VAAAAAAN

Wachstumsfaktoren Osteogenese mit

vitalen Zellen

Die vier Sdulen

der
Frakturheilung

Mechanische Osteokonduktion als

Stabilitat Wachstumsgeriist

Abbildung 5: ,Diamond concept” mit den vier Saulen der Frakturheilung. Nach Giannoudis P. et al. [26]
Fracture healing: the diamond concept.

Da bei atrophen Pseudarthrosen haufig ein sklerotisches Knochenstiick die
Regeneration verzogert und die fehlende Biologie die Licke nicht schlief3t, wird
operativ das bindegewebige Frakturareal debridiert und die Frakturenden werden
angefrischt [14]. Ein autologes Knochenstlick, ein Spongiosaspan, haufig vom
Beckenkammknochen (Spongiosaspan/block/chips) oder Tibiakopf
(Spongiosachips), wird eingesetzt, um den Defekt zu fillen. Diese
Spongiosaspane, die am haufigsten vom vorderen (oder hinteren) Beckenkamm
entnommen werden, sollen das Wachstum der Frakturenden anregen und
Wachstumsreize (Osteoinduktion) senden. Man geht davon aus, dass die
Spongiosaspane die oben erklarte Frakturheilung anstofRen kénnen, da sie ein
sehr zellreiches Gewebe sind und im besten Fall noch mesenchymale
Stammzellen enthalten, die das Knochenwachstum beginstigen [17]. Zudem
fungieren die Spongiosaspéne als knécherne Geruststruktur, die das Potential
mit sich bringt, eine teilweise Integritat der Frakturenden wiederherzustellen. Da
die Transplantate aus dem Beckenkamm hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat

die besten Eigenschaften zeigen, werden diese am haufigsten verwendet [27].
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Teilweise werden zusatzlich intraoperativ. rekombinante humane Bone
Morphogenetic Proteins (rhBMPs) eingesetzt. rhBMP2 ist derzeit auf dem Markt,
allerdings ist die Anwendung nicht unumstritten. Die Bone morphogenetic
proteins (BMPs) sind Wachstumsfaktoren, welche eine Schliisselrolle im Umbau
von mesenchymalem Gewebe zu Knochen und Knorpel spielen. rhBMP7 wurde
vor einigen Jahren verwendet, dann allerdings wieder vom Markt genommen, da
es zu einer hohen Rate von non-respondern kam und mitunter zu schweren
Nebenwirkungen rh [28, 29] . BMP2 weist ebenso wie rhBMP7 non-responder
Raten von bis zu 36 % auf [30, 31] und fihrt unter anderem zu tGiberschiel3endem
und unkontrolliertem Wachstum an der Transplantatlokaliosation. Beispielsweise
hatten sich beim Einsatz an Wirbelsaulenfrakturen Knochenspane gebildet, die
das Ruckenmark komprimiert und so zu schweren Komplikationen gefuihrt hatten
[30]. Deshalb wird momentan weitestgehend auf den Einsatz von rhBMPs

verzichtet.

Weitere additive Verfahren sind: RIA (reamer irrigator aspirator) - Da die
Spongiosagewinnung am Beckenkamm limitiert ist und zugleich zahlreiche
Komplikationen auftreten kénnen [32], wurde das RIA-System entwickelt. Es
ermoglicht die Gewinnung grof3er, flussiger Knochenmarkvolumina (20-75 ml)

aus einem intramedullaren Kanal, meist am Femur [33].

BMAC (bone marrow aspirate concentrate) ist eine neuartige Methode, um
mesenchymale Stammzellen, Progenitorzellen und Wachstumsfaktoren aus dem
Beckenkamm zu gewinnen. Verschiedene Studien haben eine gute Wirkung auf
die Schmerzsymptomatik der Patienten nachgewiesen, allerdings ist noch

umstritten, wie oft die Zellen appliziert werden sollten [34].

Bei hypertrophen Pseudarthrosen geht man von einer biomechanischen
Instabilitat aus. Deshalb werden sie behandelt, indem man dem ehemaligen
Frakturareal Bewegungsmaoglichkeiten nimmt. Wurde die Fraktur beispielsweise
initial mit einem Marknagel versorgt, so kann nun der Nagel ausgetauscht und
durch einen gréfRerer Marknagel mit einhergehender Aufbohrung des Markraums
ersetzt werden [35, 36]. Alternativ kann eine additive Plattenosteosynthese

angebracht werden [37]. Ebenfalls mdglich ist ein kompletter Osteosynthese -
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Verfahrenswechsel, bei dem der Marknagel entfernt und anstatt diesem eine
Plattenosteosynthese durchgefuhrt wird. War die initiale Frakturversorgung
bereits eine Plattenosteosynthese, kann ebenfalls eine additive Platte
angebracht werden oder, was jedoch eher selten passiert, das Verfahren auf
einen Marknagel gewechselt werden. So wird die Beweglichkeit im Defektareal
des Knochens im richtigen Mal reguliert und die Chance der Frakturheilung ist

erheblich verbessert [38].

1.2.6 Biologische Wachstumsfaktoren sowie Einfluss auf die
Knochenheilung

Wie oben unter 1.2.3 ,enchondrale und intramenmbrandse Frakturheilung®
bereits beschrieben, spielen biologische Wachstumsfaktoren in der
Knochenregeneration nach einer Fraktur eine entscheidende Rolle. Gliedert man
die Wachstumsfaktoren in drei Gruppen, so lassen sich am ehesten die
angiogenetischen Wachstumsfaktoren, die osteoblastaren Wachstumsfaktoren
und die  osteoklastaren = Wachstumsfaktoren unterscheiden. Die
angiogenetischen Wachstumsfaktoren spielen in der Revaskularisierung des
Knochens und der Versorgung mit Mineralien und Baustoffen die wichtigste
Rolle. Osteoblastar aktive Wachstumsfaktoren sind an der ersten Stabilisierung
des Frakturareals beteiligt, wahrend osteoklastare Wachstumsfaktoren im
spateren Heilungsverlauf fir die abschlieBRende Remodellierung des Knochens

zustandig sind.

1.2.6.1 Angiogenetische Wachstumsfaktoren

1.2.6.1.1 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gehort zu einer Familie von
Signalmolekilen, welche eine wichtige Rolle in der Vaskulogenese und
Angiogenese spielen. Aufgrund der herausragenden Bedeutung in der
Stimulation von Blutgefallen wurden grof3e Erwartungen an die Verwendung
hinsichtlich kardioprotektiver Ereignisse gerichtet. Diese haben sich in
kontrollierten randomisierten Studien bisher nicht erflllen lassen [39, 40].
Préaklinische Studien zeigen jedoch, dass VEGF-A, ein vor allem fur die vaskulare
Homoostase wichtiges Molekil [39], in Stérungen der Endothelfunktionen eine
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wichtige Rolle spielt. Ebenso wird VEGF ein grofRer Anteil an der Angiogenese
nach einer Fraktur zugeschrieben [41]. Die Einsprossung der Gefal3e ist ein
wichtiger Prozess wahrend der Frakturheilung. In Versuchen konnte gezeigt
werden, dass es bei einer Blockade der VEGF-Rezeptoren zu einer
Unterbrechung im Heilungsprozess kommt [42]. Wird VEGF tUberexprimiert, wird

der Heilungsprozess jedoch sogar gefordert [41, 43].

Zusatzlich zu ihrer wichtigen Rolle in kardiovaskularen Ereignissen wird der
VEGF-Familie auch ein gro3er Anteil an der Tumorgenese zugeschrieben [44].
Sie ermdglichen die bestmdgliche Versorgung von Tumorzellen mit Blut, in dem
die Tumorzellen VEGFs uberexprimieren [39]. In Mausstudien zeigte sich zudem
die Wichtigkeit des VEGF-A, indem nachgewiesen werden konnte, dass bei dem
Verlust eines VEGF-A Allels, Embryonen am elften oder zwdlften Tag der
Entwicklung versterben, da es zu keiner funktionierenden Vaskularisierung
kommt [45].

1.2.6.1.2 VEGFR-1und -2

VEGFR-1 und -2 sind Rezeptoren fur oben beschriebenes VEGF — A bzw AA. Es
sind bisher drei verschiedene Rezeptoren bekannt, jedoch bindet VEGF — A nur
an VEGFR-1 und -2 [45] wie in Abbildung 6 dargestellt, weshalb diese zwei flr
die hier vorliegende Arbeit verwendet wurden. Die Rezeptoren sind Tyrosin-
Kinasen und werden durch extrazellulare Bindung eines Liganden aktiviert. Dies
fuhrt zu einer Homo- oder Heterodimerisierung des Rezeptors und einer
Phosphorylierung des Rezeptors [45]. VEGFR-1 reguliert die Bildung von
hamatopoetischen Stammzellen und die Migrationen von Monozyten und
Makrophagen. VEGFR-2 reguliert wichtige Signalwege fur Endothelfunktionen
wie Proliferation, Migration und vermehrte oder verminderte Permeabilitat [46].
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VEGF-B
\I VEGF-E VEGF-D

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (FIk-1/KDR) (FIt-4)

Abbildung 6: VEGF Rezeptoren und ihre Liganden. Quelle:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c8/VEGF receptors.png. Abgerufen am 02.03.2020

1.2.6.2 Osteoblastare Wachstumfaktoren

1.2.6.2.1  Bone morphogenetic proteins (BMP)

Bone morphogenetic proteins, kurz BMPs, wurden 1965 von Marshall Urist
entdeckt [47] und gehdren zur Familie der TGF-f — Moleklle (transforming
growth factor-). BMPs spielen, wie in vielen Studien bereits erforscht wurde, als
Wachstumsfaktoren in embryonalen und adulten humanen und murinen
Organismen eine Rolle [48-50]. In Studien mit knock-out Mausen und Menschen,
die diese Gene nicht exprimieren, konnte gezeigt werden, dass nur BMP-2, BMP-
4, BMP-6, BMP-7 und BMP-9 in der Entwicklung von Knochen und Knorpel einen
deutlichen Effekt zeigen [47]. Bestimmte Faktoren der BMP-Familie, wie BMP-2
und BMP-7, wurden bereits Kklinisch eingesetzt, um Knochendefekte,
Pseudarthrosen und Osteoporose zu therapieren [51, 52]. rh BMP-2 zeigte
jedoch eine breitere klinische Einsetzbarkeit als rhBMP-7, da rhBMP-2 das
Knochenwachstum erheblich starker stimuliert als alle anderen bisher getesteten
rhBMPs. In der Klinik wurde rhBMP-2 sehr gut angenommen und in vielen
Wirbelsaulen- Operationen eingesetzt, meist als off-label-use, da somit auf die
Entnahme von Knochenmark aus dem Huftknochen verzichtet werden konnte
[47]. Von der FDA wurde rhBMP-2 nur zur Benutzung bei anterioren
Lendenwirbelkorperversteifungen mit Benutzung eines Titaniumgestells
zugelassen [47, 53]. Beinahe 85 % der Eingriffe mit Benutzung von rhBMP-2

waren jedoch zervikale  Wirbelkorperversteifungen  oder  posteriore
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Lendenwirbelkdrperversteifungen  [47]. Somit erhoffte man sich die
Komplikationsrate, vor allem Probleme an der Entnahmestelle des
Knochenmarkes, zu reduzieren. Neuere Ergebnisse haben jedoch gezeigt, dass
die Komplikationsraten bei rhBMP-2-Nutzung erheblich sind und die Folgen nur
schwer vorherzusagen, wenn rhBMP-2 off-label benutzt wird [54]. Es konnte
auch nicht gezeigt werden, dass rhBMP-2 der iliakalen Spongiosaentnahme
(ICBG- iliac crest bone graft) Uberlegen ist. In den Kontrollgruppen mit ICBG kam
es weder zu einer erhdhten Anzahl von Eingriffen, noch zu einer hoheren
Komplikationsrate aufgrund der Spongiosaentnahme, als wenn rhBMP-2 zur
anterioren Lendenwirbelkdrperversteifung benutzt wurde. Da der Blutverlust bei
einer Spongiosaentnahme jedoch wesentlich héher sein kann und es mitunter
auch zu Schmerzen an der Entnahmestelle kommen kann, muss die Erfahrung
des Chirurgen genutzt werden, um zu entscheiden, welches Verfahren fir den

jeweiligen Patienten besser geeignet ist [47].

BMP-2 spielt weiterhin eine grof3e Rolle in der Expression von Osteocalcin [55]
und ist wichtig um die Knochenbildung zu induzieren [56]. Dazu stimuliert BMP-
2 den Wnt/ B-catenin-Signalweg und induziert somit die osteoblastare

Differenzierung [57].

BMP-7 war als zweites Mitglied der BMP-Familie fur die klinische Verwendung
zugelassen. Auf kollagen Tragern aufgebracht, zeigt BMP-7 eine Aktivierung der
Knochenbildung durch die Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren der
Osteogenese [58] und Reparatur von Knochendefekten in vielen verschiedenen
Tierarten. In den entsprechenden Tierstudien zeigte sich ebenfalls eine gute
Sicherheit fur die Anwendung von BMP-7 [59]. Aktuell wird es auf Grund
unzureichend bewiesener Wirksamkeit nur sehr zurickhaltend in der Klinik
genutzt [60].

BMP-9 ist ein starker Aktivator der Differenzierung von mesenchymalen

Stammzellen zu osteoblastaren Zellen, sowohl in vitro als auch in vivo [61].

Es hat sich gezeigt, dass der individuelle Nutzen der rhBMP Anwendung stark

mit dem individuellen Genexpressionsprofil zusammenhéangt [62].
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1.2.6.2.2 Smad4
Smad-Proteine leiten extrazellulare Signale aus dem TGF-B-Signalweg in den

Zellkern weiter um dort die Transkription bestimmter Gene aktivieren [63].

Der Verlust von Smad4 fuhrt zu Wachstumsstorungen und einer erhéhten Zahl
von Spontanfrakturen [64]. Fehlt Zellen Smad4, konnte nachgewiesen werden,
dass der Matrix-Mineralisierungseffekt des Wnt-Signalweges ohne Wirkung
bleibt [64]. Deshalb wird angenommen, dass Smad4 einen wesentlichen Anteil
an der Wirkung und Integritat des B-catenin und Wnt-Signalweges hat [65]. In
weiteren Signalwegen, die die Knochenmasse und —dichte beeinflussen, wird
Smad4 eine Funktion zugeschrieben [64]. Smad7 interagiert mit BAMBI in der
Inhibition des TGF-3-Signalwegs [66, 67].

1.2.6.2.3 Transforming growth factor beta 1 (TGF-£3-1)

TGF-B steht fur Transforming growth factor beta. Dieses gehort als Zytokin zur
Superfamilie der Transforming growth Faktoren. In dieser unterscheidet man
zwei Hauptgruppen, die TGF-a- sowie die TGF-B- Superfamilie. Die TGF-a
Familie wurde bisher hauptsachlich in Tumorzellen und anderen veradnderten
Zellarten nachgewiesen [68]. Die TGF-B- Superfamilie spielt eine wichtige Rolle
in der Zelldifferenzierung, Zelladh&sion und Wundheilung. Bisher sind drei
Isoformen bekannt, TGF- B1 bis TGF- B3 [69]. AuRerdem spielt TGF-B eine
wichtige Rolle in der Genexpression von osteoblastdaren Genen. Dazu bindet
TGF-B zuerst an Rezeptoren vom Typ 1 (R-1) und Typ 2 (R-Il), um dann Smad
2/3 zur Komplexbildung mit Smad4 zu aktivieren. Der aktivierte Komplex gelangt
in den Nucleus und interagiert dort mit anderen Transkriptionsfaktoren, um die

Genexpression zu induzieren [65].

1.2.6.2.4 Sost

Sost ist ein Gen, das fur das Protein Sclerostin kodiert. Sclerostin, so wurde in
neueren Studien nachgewiesen, bindet an den Rezeptor LRP5/6 und inhibiert mit
diesem gemeinsam den Wnt-/B-catenin-Signalweg [70]. Uber den Wnt-
Signalweg nimmt Sclerostin indirekt Wirkung auf die Knochenmineralisierung und
beeinflusst diese, die genauen Wirkmechanismen dabei sind bisher nicht geklart

[71]. Sclerostin wird hauptsachlich von Osteozyten exprimiert [70]. In etlichen
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Vero6ffentlichungen konnte bereits gezeigt werden, dass die quantitative Messung
von Sclerostin bei Osteoporose oder in onkologischen Krankheiten den

Ruckschluss auf den Krankheitsverlauf erlaubt [72-74].

1.2.6.2.5 Osteocalcin

Osteocalcin ist ein Peptidhormon, das der extrazellularen Matrix des Knochens
angehort. Es wird ebenfalls bone y-carboxyglutamic acid-containing protein
(BGLAP) genannt. Hauptsachlich wird Osteocalcin von Osteoblasten gebildet.
Zusammen mit Osteopontin spielt Osteocalcin eine wichtige Rolle in biologischen
und mechanischen Knochenfunktionen [75]. AufRerdem sind sie an der
Knochenmasse und der Knochenmineralisierung beteiligt. Die y-
Carboxyglutamid Saurereste von Osteocalcin sind wichtig fur die Calcium- und
Hydroxylappatit-Bindung und sorgen somit fur das Vorhandensein von

Osteocalcin in der mineralisierten extrazellularen Matrix [75, 76].

1.2.6.3 Osteoklastare Wachstumsfaktoren

1.2.6.3.1 BMP und activin membrane-bound inhibitor (BAMBI)

BAMBI, kurz fur ,BMP und activin membrane-bound inhibitor®, &hnelt den
extrazellularen Rezeptoren der TGF-B Familie. Es ist 260 Basenpaare lang und
gehort zu den transmembranaren Glykoproteinen [77]. Die nachgewiesene,
kleine, intrazellulare Komponente kann den Wnt-Signalweg aktivieren. Bisher ist
bekannt, dass BAMBI die Signalaktivitdt von TGF-B, Activin und BMP negativ
reguliert [67]. Neue Studien haben eine aktivierende Funktion mit Wnt ebenfalls
nachgewiesen [67]. Somit wirkt BAMBI in der Zellstimulation als Positivregulator
des Wnt/B-catenin-Wegs. Der Wnt/B-catenin-Signalweg ist in einigen
Krebserkrankungen vermehrt aktiviert, sowie in der embryologischen und adulten

Homoostase beteiligt [77]

BAMBI konnte bisher ebenfalls als Inhibitor der TGF-, BMP und Aktivin-
Signalwege nachgewiesen werden [67].

1.2.6.3.2 Noggin
Noggin, welches vom Gen NOG kodiert wird, ist ein Glykoprotein, von dem
bekannt ist, dass es an der Regulation der bone morphogenic proteins beteiligt

ist [78]. Das Noggin-Dimer lagert sich um das BMP und bedeckt die Oberflache
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des Wachstumsfaktors, so dass die Bindung mit den BMP-Rezeptoren verhindert
wird [78]. Noggin zeigt Varianzen in der Bindeeffizienz an verschiedene BMPs,
BMP-2, -4, -5, -7, -13 und -14 werden in ihrer Funktion inhibiert, wahrend Noggin
an BMP-3, -6, -9, -10 und -15 zwar bindet, die Signaltransduktion jedoch nicht
beeinflusst [79]. Noggin spielt in der frihen embryonalen Entwicklung eine
wichtige Rolle, ist jedoch auch im adulten Organismus aktiv. In der embryonalen
Entwicklung ist Noggin an der Entwicklung des Ectoderms beteiligt, indem es mit
BMP-4 interagiert und so die Zahnentwicklung und die Entwicklung der
Neuralleiste beeinflusst [80]. Bei der Chrondogenese und der Osteogenese aus
dem Mesoderm ist Noggin ebenfalls beteiligt. An Knock-out Mausen liel3 sich
nachweisen, dass eine Uberexpression von Noggin eine Abnahme der
Knochendichte zur Folge hatte und die Knochenform beeinflusste [80]. An
heterozygoten Missense-Mutationstragern fir NOG konnte gezeigt werden, dass
eine verminderte Expression Effekte auf die Gelenkbildung hat. Eine

Uberexpression fiihrt zu Knochendeformitéten [78].
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Zielsetzung dieser Arbeit:

Pseudarthrosen stellen fur die betroffenen Patienten ein einschneidendes und
belastendes Erlebnis dar, sowie fir die Gesellschaft einen erheblichen
soziobkonomischen Aufwand [2]. Unterschieden werden die Pseudarthrosen
bisher meistens in atroph, hypertroph und oligotroph. Da die
Therapieentscheidungen bei Pseudarthrosen bisher meistens individuell gefallt
werden und meistens aus Pseudarthrosenresektion, Debridement und autologer
Spongiosaplastik [17], sowie mechanischer Stabilisierung bestehen, liegt der
Gedanke nahe, dass es einer einheitlichen Therapieempfehlung bedarf. Bisher
bietet dies alleine der NUSS-Score, der auf3er der Frakturart auch weitere
Risikofaktoren der Patienten bertcksichtigt [3]. Bisher wurde der NUSS-Score
bereits von Abumunaser et al. [4], Calori et al. [5] und van Basten Batenburg et
al. [6] validiert und auf seine Reliabilitat geprtft. Diese Arbeit soll eine Validierung
des NUSS-Scores an einem deutlich grof3eren Patientengut darstellen, sowie die
alltagliche Nutzung zeigen und vereinfachen.

AuRRerdem soll, da bisher die molekularen Mechanismen unklar sind, diese Arbeit
angiogenetische, osteoblastare und osteoklastare Wachstumsfaktoren in ihrer
Expression, hinsichtlich Unterschieden zwischen pseudarthrotischem und
gesundem Knochen untersuchen und darstellen. Dies soll helfen,
maoglicherweise in  Zukunft die Pradisposition einzelner Patienten fir
Pseudarthrosen vorherzusagen und moglicherweise irgendwann zu

beeinflussen.
Somit verfolgt diese Arbeit zwei Ubergeordnete Ziele:

1. Validierung des NUSS Score und der ladder strategy von Calori et al. [5]
anhand einer eigenen retrospektiven Datenanalyse von Patienten mit
Pseudarthrose der unteren Extremitéat (Tibia, Fibula und Sprunggelenk)

2. Etablierung der RNA Analyse aus humanem Knochenmaterial mit
Genexpressionsanalyse spezifischer Wachstumsfaktoren aus humanen
Knochenproben aus pseudarthrotischem Gewebe und gesundem

Kontrollknochen (Beckenkammspongiosa und Osteotomien).
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2. Material und Methoden

Die Arbeit ist in zwei Teil- Projekte untergliedert und beschaftigt sich darin mit

unterschiedlichen Aspekten der Pseudarthrosen. Im_retrospektiven Teil der

Arbeit wurden Patienten mit Dbereits bestehenden und diagnostizierten

Pseudarthrosen einzeln aufgelistet und unter Berlicksichtigung vieler einzelner

klinischer Variablen Risikofaktoren analysiert.

Im prospektiven Teil wurden Knochenproben von Patienten mit bekannter

Pseudarthrose, zusammen mit gesundem Knochen derselben Patienten und mit

gesundem Knochen von freiwilligen Spendern laborchemisch untersucht und auf

verschiedene biologische Wachstumsfaktoren untersucht.

2.1 Retrospektives Patientenkollektiv

BG Unfallklinik, Uni Tubingen
Eingeschlossene Patienten bezogen auf
den ICD-10 Code Pseudarthrose
1. Jan 2009 — 31. Dez 2016
(n = 1504 Patienten)

Behandelte Patienten mit Pseudarthrose
oder verzogerter Frakturheilung
(n =1140)

Anzahl Patienten mit Pseudarthrose oder
verzodgerter Frakturheilung an der Tibia
(n = 246)

Anzahl Patienten mit Pseudarthrose der
Tibia nach Frakturereignis
mit operativer Revision
(n = 240)

Abbildung 7: Generierung des retrospektiven Patientenkollektives

Doppelte Falle, falsch diagnostizierte
Pseudarthrosen oder verzégerte Frakturheilung
(n = 364)

andere Lokalisation (nicht Tibia) (n = 894) |

konservative Therapie oder
Pseudarthrose nach Tibia- Osteotomie (n = 6)

Wie im Flowchart der Abbildung 7 zu sehen ist, wurde eine Datenabfrage nach
ICD Code fur die Jahre 2009 bis 2016 durchgefuhrt. Hierbei wurden alle
Patienten erfasst, die eine im ICD-10 codierte Pseudarthrose aufwiesen.

Anschlieend wurden doppelte oder falsch codierte Falle herausgenommen. Die

so verbliebenen 1140 Patienten wurden in einer Gesamt-Datenbank angelegt.
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Diese Arbeit beschéaftigt sich fihrend mit den Pseudarthrosen des
Unterschenkels (der Tibia und Fibula), was nach detaillierter Analyse der
Datenbank ein Patientenkollektiv von 246 Patienten ergab, von denen 240

Patienten mindestens eine operative Revision erhielten.
Der fur die Arbeit gestellte Ethikantrag erhielt die Nummer: 540/2016/BO2.

2.1.1 Retrospektive klinische Datenanalyse

Die 1140 Patienten wurden in einer Exceltabelle hinsichtlich Alter, Geschlecht,
Unfallhergang, Verletzung nach AO-Klassifikation, initialer operativer
Versorgung, Revisionseingriffen, Ausheilung und Amputationsereignissen
erfasst (siehe Tabelle 3). Ebenso wurden Begleiterkrankungen aufgenommen
wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipidamie, koronare
Herzkrankheiten und Asthma bronchiale. Auch wenn der Patient in der
Vorgeschichte bereits wegen einer Pseudarthrose behandelt wurde, wurde dies
dokumentiert. Ebenso wurden auch das Rauchverhalten und der BMI aufgefihrt.
Von den Patienten eingenommene Medikamente, zum Beispiel Statine,
Antihypertensiva, Diuretika und Gerinnungsmedikamente, wurden zusatzlich
hinterlegt. Ebenfalls wurden Laborwerte erfasst wie Erythrozytenzahl,
Hamoglobinwert, Quick, INR, alkalische Phosphatase und CRP. Alle
Informationen wurden, soweit in der Patientenakte auffindbar, aus
Operationsberichten  oder  Arztbriefen  friherer Behandlungen oder
Klinikaufenthalte Gbernommen. Da sich dies teilweise jedoch als sehr schwierig
gestaltete und oftmals die Dokumentation lickenhaft war, lieRen sich einige

Werte nicht immer ermitteln.

Wenn die AO-Klassifikation der Fraktur nicht im Arztbrief vorhanden war oder um
die Pseudarthrosenart zu bestimmen, wurden die Réntgenbilder und/oder CT-
Bilder mit Dr. Marie Reumann zusammen gesichtet und entsprechend befundet,

waren die radiologischen Befunde vorhanden wurden diese Gbernommen.
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Alter Mittelwert (SD)

Geschlecht
mannlich n (%)
weiblich n (%)

Korpergroflie Mittelwert (SD)

Korpergewicht Mittelwert (SD)

BMI Mittelwert (SD)

Anzahl Knochen-OPs Primarversorgung
0 n (%)
1 n (%)
2n (%)
>=3 n (%)

Initiale Fraktur im Rahmen eines Polytrauma
Ja n (%)
Nein n (%)

Schadel-Hirn-Trauma
Ja n (%)
Nein n (%)

Gustillon-Klassifikation
0
1
2
3

Weichteil-OPs median p25-75

Weichteil-OP =0 n (%)

Art der Pseudarthrose
atroph n (%)
hypertroph n (%)
oligotroph n (%)
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Art der Versorgung bei der ersten Pseudarthrosen-OP
Plattenosteosynthese n (%)
Fixateur externe n (%)
Dekortikation n (%)
Metallentfernung (%)
Intramedullarer Nagel n (%)
Additive Plattenosteosynthese n (%)
Dynamisierung n (%)
Isolierte Schraubenosteosynthese n (%)
Konservativ n (%)
Spacereinsatz n (%)
Zuggurtung n (%)

Septischer Verlauf
Jan (%)
Nein n (%)

Spongiosaerhalt
Eigene Spongiosa von anderem Entnahmeort n (%)
nein n (%)
lokale Spongiosa n (%)

Fremdspongiosa n (%)

Spong Ort
keine erhalten n (%)
Beckenkamm n (%)
Tibia n (%)

Femur n (%)

NUSS score Mittelwert (SD)

ASA-Score
1n (%)
2 n (%)
3 n (%)
4 n (%)

Rauchen
Ja n (%)
Nein n (%)
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Heparin
Jan (%)
Nein n (%)

Marcumar
Jan (%)
Nein n (%)

Faktor X Inhibitor
Jan (%)
Nein n (%)

ASS
Jan (%)
Nein n (%)

Thrombozytenaggregationshemmer
Jan (%)
Nein n (%)

Blutdruck Medikamente
Ja n (%)
Nein n (%)

Steroide
Ja n (%)
Nein n (%)

Diuretika
Jan (%)
Nein n (%)

Osteoporose Medikamente
Jan (%)
Nein n (%)

Bekannte PSA in der Vergangenheit
Ja n (%)
Nein n (%)

Kardiovaskulare Erkrankungen
Jan (%)
Nein n (%)

Diabetes Mellitus
Ja n (%)

32




Nein n (%)

Rheumaerkrankung
Jan (%)
Nein n (%)

Psychische Erkrankung
Jan (%)
Nein n (%)

Neurologische Erkrankung
Jan (%)
Nein n (%)

Lungenerkrankung
Jan (%)
Nein n (%)

Nierenerkrankung
Jan (%)
Nein n (%)

Carcinome in der Vorgeschichte
Ja n (%)
Nein n (%)

INR physiologisch
1n (%)
2 n (%)

PTT physiologisch
1n (%)
2n (%)

Erythrozyten Mittelwert (SD)

Hb Mittelwert (SD)

Tabelle 3: Erhobene Parameter in der retrospektiven Datenanalyse

2.2 Prospektive molekularbiologische Datenanalyse
Im prospektiven Teil dieser Arbeit wurden Patienten in der BG Unfallklinik

Tubingen mit bekannter Pseudarthrose und geplantem Operationstermin
akquiriert und um ihre Teilnahme an der Studie gebeten. Dies wurde jeweils
durch einen Arzt im Rahmen einer ausfuhrlichen Aufklarung vorgenommen und,

entsprechend den Vorgaben der lokalen Ethikkommission Tubingen, die
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schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten zur Studie eingeholt. Wahrend
der Operation wurden aus dem Pseudarthroseareal das debridierte Gewebe
entnommen, sowie Gewebe, das bei der Spongisaenthahme gewonnen wurde.
Wie in der retrospektiven Analyse wurden auch prospektiv alle klinischen Daten
erhoben. Das intraoperativ gewonnene Gewebe wurde direkt nach Entnahme bei
-80 °C tiefgefroren konserviert, fir die folgende weitere molekularbiologische

Aufbereitung zur RNA-Isolation und Genexpressionsanalyse.

2.3 Prospektives Patientenkollektiv
Die eingeschlossenen 35 Patienten wurden fur die vorgenommenen Versuche in
drei Gruppen unterteilt. Im Folgenden sind die Kriterien der einzelnen Gruppen

detailliert aufgelistet.

Eine Gruppe mit sieben Patienten wurde gebildet, die initial allesamt mittels einer
Arthrodese versorgt worden waren, siehe Tabelle 4. Die Versteifung der Gelenke
erfolgte in vier Fallen im unteren Sprunggelenk, in einem Fall im Lisfranc-Gelenk,
in einem weiteren im Naviculargelenk und ein Patient erhielt eine Lapidus-
Arthrodese. Im Mittel waren die Patienten 56 Jahre alt, mit einer Streubreite von
46 Jahren bis 71 Jahren. Keiner der eingeschlossenen Patienten wurde im
Verlauf seiner Frakturbehandlung septisch. Ebenso hatte kein Patient initial ein
Polytrauma erlitten. Zwei der sieben Frakturen waren jedoch offene Frakturen.
Da alle sieben Patienten atrophe Pseudarthrosen hatten, wurde alle mit
Spongiosaanlagerungen versorgt.

Arthrodese | Lokalisation | Septisch | Polytrauma | Offene | PSA- | Spongiosa
Fraktur | Art
1]ja Lisfranc nein nein nein atroph | ja
2 |ja Navicular nein nein nein atroph | ja
3 |ja Unteres SG | nein nein ja atroph | ja
4 |ja Unteres SG | nein nein ja atroph | ja
5 1ja Unteres SG | nein nein nein atroph | ja
6 |ja Unteres SG | nein nein nein atroph | ja
7 |ja Lapidus- nein nein nein atroph | ja
Arthrodese

Tabelle 4: Eigenschaften der Arthrodesen-Gruppe. SG steht fir Sprunggelenk
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Eine weitere groRe Gruppe bildeten die Patienten mit einer Pseudarthrose an
langen Rohrenknochenfrakturen, siehe untenstehende Tabelle 5. Wir unterteilten
diese in gelenknahe- und Schaft-Pseudarthrosen, da wir untersuchen wollten, ob
sich Pseudarthrosen im gelenknahen Bereich von Pseudarthrosen im
Schaftbereich unterscheiden. Dabei umfasste die Gruppe der gelenknahen
Pseudarthrosen sechs Patienten; diese waren im Durchschnitt 54 Jahre und
hatten ein Altersspektrum von 31 bis 75 Jahren. Nur ein Patient hatte eine offene
Fraktur, jedoch erlitten vier Patienten der Gruppe ein Polytrauma. Funf
Pseudarthrosen wurden als atroph diagnostiziert, eine als oligotroph. Eine

intraoperative Spongiosaanlagerung erhielten alle Patienten.

Gelenknah | Septisch Polytrauma | Offene PSA-Art | Spongiosa
Fraktur
1 ja nein ja ja atroph ja
2 ja nein ja nein atroph ja
3 ja nein ja nein atroph ja
4 ja nein ja nein atroph ja
5 ja nein nein nein atroph ja
6 ja nein nein nein oligotroph | ja

Tabelle 5: Eigenschaften der gelenknahen Schaftfraktur-Gruppe

Die dritte Gruppe, siehe Tabelle 6, umfasste die Schaftpseudarthrosen der
langen Ro6hrenknochen. In diese Gruppe konnten wir acht Patienten
einschlie3en. Diese waren im Mittel 49,63 Jahre alt, die Streubreite lag zwischen
31 und 65 Jahren. Zwei Patienten hatten initial eine offene Fraktur erlitten, wovon
eine zweitgradig und die andere erstgradig offen war. Ein Patient hatte initial eine
Polytraumaverletzung erlitten, keiner ein Schadel-Hirn-Trauma. Im weiteren
Verlauf wurde kein Patient septisch. Bei einem Patienten wurde eine hypertrophe
Pseudarthrose diagnostiziert, bei den sieben anderen eine atrophe

Pseudarthrose. Sechs Patienten bekamen eine Spongiosaanlagerung.
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Schaftfraktur | Septisch | Polytrauma | Offene PSA-Art Spongiosa
Fraktur
1 ja nein ja ja atroph ja
2 ja nein nein ja atroph ja
3 ja nein nein nein atroph ja
4 ja nein nein nein atroph ja
5 ja nein nein nein atroph ja
6 ja nein nein nein atroph ja
7 ja nein nein nein atroph nein
8 ja nein nein nein hypertroph | nein

Tabelle 6: Eigenschaften der Schaftfrakturen-Gruppe

Um eine einheitliche Probe zu bekommen mit der wir alle Wachstumsfaktoren
analysieren konnten, wurden die Patientenproben je Gruppe gepoolt. Hierzu
wurde jeweils die gleiche Menge RNA pro Patient fir die weitere Analyse benutzt.

In den folgenden Abbildungen werden die Patientengruppen abgekilrzt. GA steht
fur Gruppe der Pseudarthrose bedingt durch eine Arthrodese. Wurde Knochen
aus dem Areal der Pseudarthrose der Arthrodese gewonnen, wird dies im
Folgenden mit ,GA/P’ bezeichnet. Wurde beim gleichen Patienten
Spongiosaknochen entnommen, ist die im Folgenden beschriebene Bezeichnung
,GA/S’.

Die Bezeichnung ,GG’ steht flir Gruppe der gelenknahen Pseudarthrose. Bezieht
sich die Beschriftung auf den Knochen, der aus dem Pseudarthroseareal
gewonnen werden konnten, wird dies im Folgenden mit ,GG/P’ bezeichnet. Fur

diese Gruppe entfiel die Entnahme von Knochen aus Spongiosa.

,GS’ beizeichnet die Gruppe der schaftnahen Pseudarthrosen. Auch hier steht
,GS/P’ fur die Pseudarthroseknochenprobe und ,GS/S’ fur die
Spongiosaknochenprobe dieser Gruppe.

,CO’ bezeichnet die Kontrollgruppe. Diese wurde aus drei Patienten gebildet, bei
denen keine Pseudarthrose vorlag, Hier wurden die Patienten aufgrund einer
Osteotomie operiert und gesundes Knochenmaterial konnten hier als Kontrolle

gewonnen werden.
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2.4 Housekeeper

Bereits in den ersten Versuchsreihen zeigte sich, dass der von uns verwendete
Housekeeper, GAPDH [81], in allen Versuchen mitreguliert war und somit nicht
als alleinige Referenz dienen konnte. Um einen passenden Housekeeper zu
finden, testeten wir die nachfolgend genannten weiteren Housekeeper: B2M [82],
RPL13a [83], RP2, EF1a, 18s [81] und HPRT1 [82].

Ebenso testeten wir unsere verwendeten Wachstumsfaktoren auf deren
Regulation. Da sich in der gPCR einige Wachstumsfaktoren, sowie alle
Housekeeper, bis auf RPL13a, mitreguliert zeigten, untersuchten wir diese

genauer.

Die Wachstumsfaktoren wurden mit den Programmen NormFinder [84], geNorm
[81] und ACt [82] untersucht und wie bei Vigano et al. [83] ausgewertet, siehe
Abbildung 8.

e \CT GeNorm NormFinder
GAPDH
10
RANK-L 8 RPL13a
ocC 4 SOST
2
0
Noggin .\‘ ) Smad4
V/
BMP7 BAMBI
BMP2

Abbildung 8: Ubersicht iiber die Auswertungen der getesteten Wachstumsfaktoren. Angezeigt wird das
Ranking; je geringer die Zahl, desto weniger reguliert ist der entsprechende Wachstumsfaktor.

Als stabilste Wachstumfaktoren zeigten sich Noggin und Smad4, so dass wir aus
diesen beiden das geometrische Mittel bildeten und damit alle Auswertungen als

Housekeper berechneten [84].
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2.5 RNA-Isolation
2.5.1 Trifast-Protokoll

Samtliches Gewebe, sowohl aus Spongiosa als auch als dem

Pseudarthrosenareal, wurde nach dem gleichen Protokoll aufgearbeitet:

Das jeweilige aufzuarbeitende Gewebe wurde aus -80 °C entnommen und auf
Eis fur die weiteren Versuche gelagert. Priméar erfolgte die Zerkleinerung der
Gewebestlcke, z.B. mittels Moérser. In einem mit FlUssigstickstoff geeisten
Morser wurde das Knochenstiick in Flissigstickstoff mit dem Morser zerkleinert.
Wenn nur noch Knochenstaub tbrig war, wurden 1000 pl Trichlor TriFast
(Peqglab, Erlangen) hinzugegeben. Mit der 1 ml Pipette wurde der flissige
Uberstand in ein Eppendorfgefal abpipettiert und dann 5 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Pro 500 pl TriFast wurden 100 pl Chloroform
(Carl Roth, Karlsruhe) hinzugegeben, und das Gemisch wurde vorsichtig unter
Kippen vermischt. Erneut wurde bei RT 5 - 10 min inkubiert. AnschlieRend
wurden die EppendorfgefalRe bei 4 °C fir 10 min und 14 000 G zentrifugiert. Der
flissige, klare Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert und in ein neues
Eppendorfgefal3 gegeben. Hinzugefigt wurden pro 500 pl TriFast je 250 pl
Isopropanol (Apotheke Universitatsklinikum, Tubingen). Das Gemisch wurde
ebenfalls vorsichtig vermischt und dann bei -20 bis -80 °C fur mindestens 1 h

erneut tiefgefroren, um die RNA-Ausfallung zu erhohen.

Ab hier wurde mit dem RNeasy Micro Kit-Protokoll von Qiagen (Qiagen, Venlo)

weitergearbeitet.

Nach dem Ablauf einer Stunde konnten die Proben weiterverarbeitet werden.
Nachdem die Proben aus dem -80 °C Gefrierschrank geholt wurden, wurden sie
10 min auf Eis getaut, anschlieRend wieder in der Zentrifuge bei 14 000 G, 4 °C
fur 10 min zentrifugiert. Anschliel3end fand sich am Boden des Eppendorfs ein,
manchmal auch nicht sichtbares, RNA-Pellet. Das Isopropanol wurde herunter
pipettiert und anschlieBend wurde die Probe mit 1 ml 70 % Isopropanol
gewaschen. Dazu wurde erneut zentrifugiert. Danach erfolgte erneut eine
Waschung mit 70 % Isopropanol. Da sich bei den ersten Proben gezeigt hatte,
dass das Ergebnis der RNA Qualitat und Quantitét sich durch erneutes Einfrieren
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verbessert hat, wurden die Proben erneut fir mindestens eine Stunde
tiefgefroren und noch zweimal mit 70 % Isopropanol gewaschen. Nach dem
letzten Waschvorgang wurde der fliissige Uberstand abpipettiert und das
Eppendorfgefal3 offen hingestellt, um ein Verflichtigen des Ethanols zu
ermdglichen. Dies erfolgte flr eine Zeitdauer von circa 10 min. Es musste jedoch
darauf geachtet werden, dass das RNA-Pellet nicht komplett austrocknet, da
ansonsten die Rehydration sehr schwierig wurde auf Grund des Eintrocknens der
RNA. Die Rehydration erfolgte mit 20 pl DEEPC-H20. Durch mehrmaliges
Aufziehen des Volumens mit der Pipette wurde eine bestmégliche Vermischung
erzielt. Um das Ergebnis der RNA-Isolation zu ermitteln wurde die quantitative

Nukleinsaureanalyse verwendet. Damit wurden Reinheit und Quantitat ermittelt.

2.5.2 RNA Isolation

Die Knochenstlicke wurden in flissigem Stickstoff im Mdérser zerkleinert bis nur
noch Knochenstaub utbrig war. Dieser wurde mit 1 ml TriFast bedeckt und konnte
nach anschliel3ender Aufnahme in ein Eppendorfgefal} tiefgefroren werden. Auf
diese Weise konnte die anschlieende RNA-Isolation mit mehreren Proben

zeitgleich durchgefihrt werden.

Dazu wurden die Proben aus dem -80 °C Gefrierfach geholt und bei RT
aufgetaut. Nun wurden, wie im TriFast-Protokoll, 200 ul Chloroform

hinzugegeben und nach kurzem Vortexen fir 5 — 10 min bei RT inkubiert.

AnschlieBend wurde zu 500 pl 70 % Ethanol (Apotheke Universitatsklinikum,
Tlbingen) der klare Uberstand hinzugefiigt. Ab diesem Schritt wurde nach dem

RNeasy Micro Kit-Protokoll (Qiagen, Venlo) verfahren.

Da im Eppendorfgefal® mehr Inhalt war als bei einer Fillung auf die RNeasy Micro
Kit Saule passte, wurde der Vorgang zweifach durchgefuhrt. Es wurde die
Flissigkeit auf die Saulen pipettiert und diese bei 8000 G und RT fur 15 sec
zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Flissigkeit aus dem Auffanggefal3 der
Saule entfernt und erneut von der Probe oben auf die Saule gegeben. Nach
erneutem Zentrifugieren und Entfernen der Flussigkeit wurden 350 pl der
Pufferlosung RWT (Qiagen, Venlo) in die Saule gegeben und bei oben genannten

Bedingungen erneut zentrifugiert.
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Nachdem erneut die Flussigkeit entfernt wurde, wurden je 10 ul DNAse-L6sung
(Qiagen, Venlo) pro Probe mit 70 ul des Puffers RDD (Qiagen, Venlo) gemischt.
Dieses Gemisch wurde direkt auf die Membran der Sdule gegeben und dann bei
RT 15 min inkubiert.

Im Anschluss wurden erneut 350 pl des Puffers RWT in die Saule gegeben und
wieder bei 8000 G fur 15 sec zentrifugiert. Das Auffanggefald der Saule wurde
gegen ein neues getauscht und in die Sdule wurden 500 pl RPE (Qiagen, Venlo)
Puffer gegeben. Nach erneutem Zentrifugieren bei 8000 G fur 15 sec und
Verwerfen der Flissigkeit wurden in die Saule 500 pl 80 % Ethanol (Apotheke
Universitatsklinikum, Tubingen) pipettiert. Die Saule wurde bei 8000 G fir 2 min
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Flussigkeit und das Auffanggefaf

verworfen.

In einem neuen Gefald wurde die Saule bei voller Leistung fur 5 min zentrifugiert,

um die Membran mit der RNA zu trocknen.

Im Anschluss wurde die RNA bei uns mit 20 pl DEPC-H20 geldst. Dazu wurde
nach Hinzuflgen des Wassers die Saule in einem neuen Auffanggefald bei voller
Leistung fir 1 min zentrifugiert. Anschlie3end wurden Quantitat und Reinheit mit

Hilfe der quantitativen Nukleinsaureanalyse gemessen.

Alle Pufferlosungen wurden als Konzentrat geliefert und deshalb vor der ersten
Anwendung mit Ethanol, wie im Handbuch RNeasy Micro Kit von Quiagen

beschrieben, geldst.

2.6 Quantitative Nukleinsaureanalyse

Die Quantitat und Reinheit der RNA wurde photometrisch mit einer LVis-Platte
(BMG Labtech, Offenburg) durchgefuihrt. Vor der Messung wurde die Platte mit
destilliertem H,O gewaschen und mit dem anschlieRenden DNA dust check-
Programm auf Staubpartikel oder Unreinheiten untersucht. War die Platte
sauber, wurden je 2 ul der isolierten RNA entnommen und auf ein Testfeld
aufgebracht. Ausgehend von dem Absorptionsquotienten von 260 nm zu 280 nm

konnte auf die Quantitat und Reinheit geschlossen werden.
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2.7 PCR

Die PCR, polymerase chain reaction, ist eine der am haufigsten eingesetzten
Techniken in der Molekularforschung. Erstmals beschrieben wurde sie 1986 von
Mullis et al. [85]. Mit Hilfe der PCR koénnen definierte DNA-Sequenzen
exponentiell amplifiziert werden. Circa 20 - 30 Basenpaare lange, kinstlich
hergestellte Oligonukleotide, sogenannte Primer, binden an die komplementaren
Sequenzen des DNA-Abschnittes. Die Primer enthalten an ihrem 3'-Ende eine
Hydroxylgruppe, welche Startbedingung fir die DNA-Polymerase ist.
Unabdingbar fiur die PCR ist das ideale Reaktionsmilieu, welches durch die
entsprechende Pufferlésung gegeben ist. AuRerdem werden dem Ansatz
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dGTP und dCTP) hinzugefugt, um
die Synthese des komplementaren DNA-Strangs zu ermdglichen. Eine
thermostabile Polymerase, die Temperaturen bis 95 °C toleriert und bei etwa 72
°C ihr Funktionsoptimum hat, ist eine notwenige Voraussetzung fur eine PCR. In

drei Schritten erfolgt die Vervielfaltigung des definierten DNA-Abschnittes [86].

Zuerst erfolgt die Denaturierung: dabei werden bei hohen Temperaturen (bei 95

°C) die DNA-Einzelstrange auseinandergelost. Die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem DNA-Doppelstrang zerfallen und
die DNA liegt als Einzelstrang vor. Ist der Anteil der Basen Guanin und Cytosin
im Zielprodukt sehr hoch, kann die Denaturierungszeit verlangert werden, um ein
vollstdndiges Auseinanderldsen der Einzelstrdnge zu gewabhrleisten. Dies ist
notig, da Guanin und Cytosin in der DNA mit drei Wasserstoffbriicken binden und
deshalb eine héhere Energie bendtigt wird um diese zu I6sen. Adenin und Thymin
binden im Gegensatz dazu mit nur zwei Wasserstoffbriicken und l6sen sich

leichter voneinander [86].

Der zweite Schritt umfasst die Primerhybridisierung: dabei wird eine, fur jedes

Primerpaar spezifische, Temperatur erreicht, die den Primern das Anlagern an
den gewilnschten DNA-Abschnitt erlaubt. Wegweisend fir die richtige
Temperatur ist die Lange und Sequenz der Primer. Meist liegt die ideale
Temperatur zwischen 55 und 65 °C und damit ungefahr 5 - 10 °C unter dem

Schmelzpunkt der Primer.
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Im dritten Schritt, der Elongation, flllt die DNA-Polymerase, ausgehend von den
Primern, die leeren Stellen mit Nukleotiden auf [87]. Normalerweise liegt die
Temperatur unter der die Polymerasen optimal arbeiten kbnnen zwischen 68 und
72 °C, jedoch hat jeder unterschiedliche DNA-Polymerase-Typ ein eigenes
Temperaturoptimum. Die DNA-Polymerase beginnt am 3’Ende des DNA-Strangs

und folgt dann dem Einzelstrang.

Die so entstehenden Einzelstrange dienen im nachsten Zyklus als Matrizen fur
die weitere DNA-Synthese. So ergibt sich nach einer Anzahl n der Zyklen eine

exponentielle Zunahme 2"n des DNA-Abschnittes.

Die Amplifizierung endet, wenn keine Reagenzien mehr vorhanden sind, dies ist
jedoch kein abrupter Stillstand, sondern entspricht einem sigmoidalen Verlauf
[86].

2.8 cDNA-Synthese

Die cDNA, englisch fur complementary DNA, wird durch das Enzym Reverse
Transkriptase aus RNA synthetisiert [37, 88]. Kurz, das Enzym Reverse
Transkriptase ist eine spezifische, RNA-abhangige DNA-Polymerase. Sie
bendtigt, ebenso wie andere DNA-Polymerasen, einen Primer, der an die RNA
bindet. Standardmaflig wird ein Oligo-dT-Nukleotid eingesetzt, das
komplementar zum Poly-A-Schwanz der RNA ist. Alternativ kann ein random
hexamer-Oligonukleotid eingesetzt werden, welches aus sechs zufalligen
Nukleotiden besteht. Soll ein bestimmtes Transkript isoliert werden, werden
spezifische Primer eingesetzt. Als Produkt der Reversen Transkriptase liegt ein
cDNA-Strang vor der mit einem RNA-Strang hybridisiert ist. Der RNA-Strang wird
mittels einer RNAse abgebaut und der komplementare DNA-Strang wird durch
eine DNA-abhangige DNA-Polymerase synthetisiert. Da die cDNA ausgehend
von einer prozessierten RNA synthetisiert wurde, enthélt sie keine Introns mehr
[88].
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Exemplarisch soll hier das Versuchsprotokoll einer cDNA-Synthese gezeigt

werden:

per sample amountin pL |mastermix amount in pL per tube programme

RNA template 11,00(RNA template individual

Primer oligo(dT) 1,00|Primer oligo(dT) 37,80

random hexamer primer 1,00|random hexamer primer 37,80 2,00 5 min 65°C

5x Reaction Buffer 4,00(5x Reaction Buffer 151,20 chill onice (4°C) and ad«
RNAse inhibitor 1,00|RNAse inhibitor 37,80 5 min 25°C

dNTPs (10mM) 2,00/dNTPs (10mM) 75,60 60 min 37°C

Reverse transcriptase 2,00(Reverse transcriptase 75,60 9,00 5 min 70°C

total 20 pL total 415,80

Abbildung 9: cDNA-Synthese, allgemeine Vorlage

2.9 g-rt PCR
Der Nachweis und die Quantifizierung des multiplizierten Abschnittes erfolgt im

Anschluss an die PCR mit Hilfe von Gelelektrophoresen und Bildauswertungen.

Im Gegensatz dazu erfolgt bei der quantitative real-time PCR (g-rt PCR) eine
Messung der Produktmenge in Echtzeit [89]. In der real-time quantitative PCR
wird dem Reaktionsgemisch ein fluoreszierender Farbstoff beigemengt. Dieser
ermoglicht die quantitative Bestimmung des DNA-Abschnittes. Als Farbstoffe
kénnen Ethidiumbromid oder SYBR Green | benutzt werden. Diese interkalieren

in die doppelstrangige DNA [90].

Da der Verlauf der Messungen bildlich dargestellt wird, kdnnen Nutzer die exakte
Menge des Produkts zum Anfangszeitpunkt der Messung sehr genau
bestimmen. In dieser Arbeit wurde mit dem Qiagen-Kit (Qiagen, Venlo)
gearbeitet: dies enthalt den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green 1, der an
doppelstrangige DNA und RNA bindet. Der entstehende DNA oder RNA/SYBR
Green | Komplex zeigt ein Absorptionsmaximum bei 497 nm und ein
Emissionsmaximum bei 520 nm. Da SYBR Green | auch an kurzkettige DNA-
Fragmente bindet, zum Beispiel an sogenannte Primerdimere, die aus
unspezifischen Primerreaktionen entstehen, muss die Spezifitat der Bindung
Uberpruft werden. Dazu eignet sich die Erstellung einer Schmelzkurve. Fir die
Schmelzkurve wird in einem Temperaturbereich von 50°C bis 95°C die
Fluoreszenz gemessen. Wird im Laufe der Temperaturzunahme der
produktspezifische Schmelzpunkt erreicht, definiert durch die
Nukleotidzusammensetzung und Lange des Produkts, wird der Farbstoff

freigesetzt. Da wahrend des Programms bei jedem Temperaturschritt die
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Fluoreszenz photometrisch dokumentiert wird, wird die durch die
Farbstofffreisetzung bedingte Abnahme registriert. Im idealen Fall weist die
Schmelzkurve einen Peak auf, der den Schmelzpunkt des amplifizierten PCR-
Produktes darstellt. Zeigen sich mehrere Peaks, kann auf unspezifische

Primerreaktionen oder Verunreinigungen der Probe geschlossen werden [91].

Um auf den Ursprungsgehalt des amplifizierten DNA-Abschnittes riickschliel3en
zu kénnen, betrachtet man den Crossing Point (CP). Dieser bezeichnet die PCR-
Zyklen, die bendétigt werden, um eine vordefinierte Menge an PCR-Produkten zu
amplifizieren. Der CP zeigt einen definierten Schwellenwert, bei dem der Anstieg
der Fluoreszenz signifikant tber der Hintergrundfluoreszenz liegt. Am CP findet
sich in allen Reaktionsansétzen die exakt gleiche Menge an amplifizierter DNA.
Verdoppelt sich die DNA mit jedem Zyklus, spricht man von einer 100% effektiven
PCR [89].

2.10 Primerauflistung

Die verwendeten Primer wurden, so weit moglich, aus Literaturquellen
Ubernommen. Dazu wurden Paper mit verschiedenen Versuchsansatzen auf
Primersequenzen fir gPCR-Primer durchsucht. Wurden diese gefunden, wurde
das Primerpaar mithilfe der Website ,PrimerBlast® optimiert. Unser Bestreben
war es, dass die Zielgene nicht mehr als 130 Basenpaare aufwiesen und
maoglichst auf zwei getrennten Exons lagen, so dass die Primer mit groRerer
Spezifitat binden kénnen.

Nachfolgend finden sich die verwendeten Primer mit Namen, Basenpaarlange,

Annealingtemperatur und die Reihenfolge der Basen fiur forward und reverse

Primer.
Abbrev | Amplico | Forward lengt | Reverse lengt | Tm Anneal
i-ation | n Primer h Primer h ing
GAPDH | 87 TGCACCACC GGCATGGAC 59
AACTGCTTA TGTGGTCAT
GC GAG
VEGF 109 CTACCTCCA | 20 GCAGTAGCT | 20 59.5 58
CCATGCCAA GCGCTGATA
GT GA
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VEGFR | 106 TCTCACACAT | 25 GGTAGCAGT | 25 60.5 55,
1 CGACAAACC ACAATTGAG 56°C
AATACA GACAAGA
VEGFR | 91 CAGGGGACA | 19 GAGGCCATC | 19 60 56°C
2 GAGGGACTT GCTGCACTC
G A
BMP 2 | 107 CACTGTGCG | 17 CCTCCGTGG | 20 58.7 54-58
CAGCTTCC GGATAGAAC
TT
BMP 7 | 124 GGCAGGACT | 18 AAGTGGACC | 18 58 56-
GGATCATCG AGCGTCTGC 58°C
BMP 9 | 101 CGCCGCAGT | 20 GATGGCATC | 20 59
ACATGATTG TTCCATGCT
AC GA
TGF-B- | 84 GGACATCAA | 20 GCCATGAGA | 19 56,5 51-
1 CGGGTTCAC AGCAGGAAA 53°C
TA G
RANK- | 110 CCTCACACT |20 GCTTGGACA |21 61 59
L CCTCGCCCT CAAAGGCTG
AT CAC
ocC 101 ACATATCGTT | 24 CAAAAGGCT | 22 60,3 59
GGATCACAG GAGCTTCAA
CACAT GCTT
Noggin | 121 TGTGCAAGC | 18 GAGCACTTG | 20 59 58
CGTCCAAGT CACTCGGAA
AT
SOST 71 ACCACCCCT |21 GGTCACGTA | 20 61 58
TTGAGACCA GCGGGTGAA
AAG GT
BAMBI | 106 TGCACGATG | 20 GAAGTCAGC | 20 59 55-
TTCTCTCTCC TCCTGCACC 56°C
T TT
Smad4 |71 TGGCCCAGG | 19 CATCAACAC | 20 58 55,56°
ATCAGTAGG CAATTCCAG C
T CA
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RPL13a AAGTACCAG |19 CCTGTTTCC |20 58 56
GCAGTGACA GTAGCCTCA
G

18S GGACAGGAT | 21 AGTCTCGTT |21 55,9
TGACAGATT CGTTATCGG
GAT AAT

HPRT1 | 137 CCTGGCGTC | 19 CGAGCAAGA | 19
GTGATTAGT CGTTCAGTC
GA CT

EF1a CCCCGACAC | 20 TGACTTTCCA | 21 58,6 56
AGTAGCATTT TCCCTTGAA
G CcC

B2M 105 AGATGAGTA | 19 GCGGCATCT | 19
TGCCTGCCG TCAAACCTC
TG CA

RPII GCACCACGT |19 GTGCGGCTG | 18 56,3
CCAATGACA CTTCCATAA
T

Tabelle 7: Liste der verwendeten biologischen Wachstumsfaktoren und ihrer Primer

2.11 Agarose-Gelelektrophorese

Um die Ergebnisse der PCR darstellen zu kénnen, wurde die Agarose-
Gelelektrophorese (Bio-Rad Laboratories, Hercules) benutzt. Mit Hilfe der
Gelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente nach ihrer Lange aufspalten und
darstellen. Dazu wurde ein Elektrophoresepuffer, bei uns ein TBE-Puffer,
benutzt, bestehend aus 540 g TRIS (Carl Roth, Karlsruhe), 275 g Borsaure und
37,3 g EDTA in 5 | DEPC-Wasser gelést und auf einem ph-Wert von 8,3
eingestellt. In 100 ml dieser Lésung wurden 1,8 g Agarosepulver (Peglab,
Erlangen) gel6st. Dies wurde durch kurzes Erhitzen in der Mikrowelle erreicht.
AnschlieBend wurden 7 ul Ethidiumbromid (Sigma Aldrich, Munchen)
hinzugefiigt. Durch kurzes Schwenken wurde das Ethidiumbromid mit dem TBE-
Puffer vermischt. Das noch fliissige Gel wurde in eine Gelkammer gegossen, in
der je nach Bedarf ein Kamm mit 12-24 Feldern steckte. Nachdem das Gel geliert

war, ergaben die Aussparungen des Kamms die Ladekammern flr die DNA-
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Proben. In diese Kammern wurden je 10 ul Probe mit einer Pipette geladen. In
den aulRersten Taschen wurden 3 — 5 pl DNA-GrélRenmarker geladen. Anhand
dieses Grofienmarkers konnte spater gezeigt werden, ob die erwarteten Banden
in der spezifischen Lange auftraten. An die mit ausreichend TBE-Puffer geftillte
Kammer wurde eine Spannung angelegt. Die negativ geladene DNA wanderte
im Gel vom Minus-Pol zum Plus-Pol und trennte sich dabei anhand der
verschiedenen Grof3en auf. Kleinere DNA-Fragmente wandern im elektrischen
Feld schneller durch das Gel, wahrend langere Fragmente abgebremst werden
[92].

Durch das hinzugegebene Ethidiumbromid konnten die DNA-Banden spater
unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Das Ethidiumbromid interkaliert mit der
DNA und verandert durch Bindung an diese sein Absorptionsspektrum, damit
kommt es zur Steigerung der Fluoreszenz-Intensitat. Mit der Software ImageJ
wurden Bilder der Gele angefertigt und ausgewertet, indem die Intensitat der
Banden gemessen und miteinander verglichen wird [93, 94].

2.12 Statistische Auswertung und Programme

Die statistische Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie (Lina Maria Serna Higuita)
durchgefuhrt. Verwendet wurden dabei folgende Tests: der T-Test fur zwei
unabhangige Stichproben, der Chi-Quadrat-Test, der Exakte Fisher-Test und der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test.

Der T-Test fur zwei unabhangige Stichproben prft anhand der Mittelwerte dieser
beiden unabhangigen Stichproben, ob die Mittelwerte gleich oder unterschiedlich

voneinander sind [95].

Der Chi-Quadrat-Test pruft, ob sich bei bestimmten Daten ein Zusammenhang
erkennen lasst. Die Stichproben miussen dafir eine bestimmte Haufigkeit haben
[96].

Der Exakte Fisher-Test ist unabhangig von StichprobengréRen. Er prift, ob
Stichproben signifikant unabhangig sind in Haufigkeitstabellen [95].
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Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wird dann verwendet, wenn die Daten
ordinalskaliert sind. Er testet, wie wahrscheinlich es ist, bei Betrachtung zweier
Gruppen, dass ein zufallig aus einer Gruppe gewahlter Wert grof3er oder kleiner
ist als der ebenfalls zufallig gewahlte Wert der anderen Gruppe [96].
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2.13 Materialien, Chemikalien und Verbrauchsgegenstande

Nachfolgende Tabellen zeigen eine Ubersicht (ber alle verwendeten
Chemikalien, Losungen, Puffer und deren Konzentrationen sowie die Antikérper
der ELISAs und die Primer fur die Q-PCR. Ebenfalls aufgefuhrt sind die

verwendeten Gerate, die Software und die Verbrauchsmaterialien.

Chemikalien

Hersteller

Agarose

Peglab (Erlangen, Deutschland)

Bromphenolblau

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Chloroform

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Desoxycholsaure (DOC)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Essigséaure (= 99 %)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol (70 %, 99 %)

Apotheke
(TUbingen, Deutschland)

Ethidiumbromid

Sigma Aldrich (Muinchen, Deutschland)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Folin’s Reagenz

Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Glycerol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Glycin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
H20,-L6sung (30 %) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Isopropanol Apotheke Universitatsklinikum

(TUbingen, Deutschland)

Magnesiumchlorid

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Mastermix

Genaxxon (Ulm, Deutschland)

Mercaptoethanol

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

peqGOLD TriFast

Peglab (Erlangen, Deutschland)

Taq DNA-Polymerase

Axon (Kaierslautern, Deutschland)

TRIS-Base

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Trypsin/EDTA

PAA Lab. (Pasching, Osterreich)

Tabelle 8: Liste der verwendeten Chemikalien

49

Universitatsklinikum




Liste der verwendeten Losungen und Puffer:

DEPC H20 | Cfinal
1 ml DEPC 0,1%
1L ddH.O
1 h Inkubation bei 37 °C, Autoklavieren
und abkuhlen lassen bis auf RT
ELEKTROPHORESE-PUFFER (5x) Cfinal
72 g Glycin 1M
15 g TRIS 125 mM
59 SDS 0,5%
Mit ddH>0 auf 1 L auffillen
ESSIGSAURELOSUNG Cfinal
1 ml Essigsaure (100 %) 1%
Mit ddH>O auf 100 ml auffillen

Tabelle 9: Liste der verwendeten Losungen und Puffer
Materialien Hersteller

Cellstar Falcon (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One (Kremsmiunster,

Osterreich)

First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Scientific (Waltham,

Massachusetts)

PCR-Reaktionsgefalle

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen blau (100 - 1000 pl)

Ratiolab (Dreieich, Deutschland)

Pipettenspitzen gelb (2 - 200 ul)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen weil3 (0,1 - 10 pul)

Sorensen Bio Science

QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit

Qiagen (Venlo, Niederlande)

RNeasy UCP Micro Kit

Qiagen (Venlo, Niederlande)

Safe-Lock ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml,
2,0 ml)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Trypsin/EDTA

PAA Lab. (Pasching, Osterreich)

Tabelle 10: Liste der verwendeten Materialien
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3. Ergebnisse

3.1 Retrospektive Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der retrospektiven Datenerhebung von
Patienten, die mit einer Pseudarthrose an Tibia, Fibula und Sprunggelenk der
unteren Extremitat an der BG Unfallklinik behandelt wurden, gezeigt. Alle Daten
vergleichen ausgeheilte mit nicht ausgeheilten Patienten. AnschlieRend werden
samtliche Unterpunkte ausgewertet. Die absoluten und die Prozentzahlen (in

Klammern) beziehen sich jeweils auf die entsprechenden Saulengruppen.

Gesamtverteilung Lokalisation Tibia-
Pseudarthrosen Pseudarthrose Geschlechterverteilung
n= 1140

Proximal
Distal pa: ]
58 (15,8%

weiblich

(31,4%)

Alter
? 48,6 Jahre
(Spannweite: 16,2 — 83,4 Jahre)

Abbildung 10: Ergebnisse der retrospektiven Datenauswertung. Veréffentlicht im Oktober 2019 auf der
DKOU. Die Patienten wurden, wie oben im Abschnitt 2.1 Retrospektives Patientenkollektiv beschrieben,
analysiert.

In Abbildung 10 zu sehen sind die Daten wie sie bereits auf der DKOU 2019
veroffentlicht wurden. Im ersten Tortendiagramm ist die Gesamtverteilung der
Pseudarthrosen mit dem prozentualen und absoluten Anteil der
Tibiapseudarthrosen zu sehen. Im zweiten Tortendiagramm ist die genau
aufgeschlisselte Lokalisation der Tibiapseudarthrosen dargestellt und im dritten
Diagramm die Geschlechterverteilung bei den Pseudarthrosepatienten unserer
Studie.
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3.1.1 Einfluss des Geschlechts auf die Heilung
Nachfolgend sind die Ergebnisse der Geschlechterverteilung zwischen

ausgeheilten und nicht ausgeheilten Patienten gezeigt. Ausgeheilt ist dabei, wer
bis zum Ende der Datenerhebung ausgeheilt war. Die Patienten berichten von
keinerlei Problemen im Bereich der Frakturzone und radiologisch stellt sich eine
komplette oder zumindest ausreichend stabile Durchbauung dar. Nicht
ausgeheilt bedeutet, die Pseudarthrose ist auch nach mehreren
Revisionseingriffen uber Jahre hinweg nicht ausgeheilt. Hier dauert die
Versorgung entweder noch an oder ist mit einer Amputation oder

Gelenkversteifung (Arthrodese) als letzte Malinahme beendet.

120

100

80
60
40
O s

ausgeheilt nicht ausgeheilt

Anzahl der Patienten (absolut)

B weiblich B mannlich

Abbildung 11: Einfluss des Geschlechts auf die Heilung

In der Darstellung der Geschlechterverteilung in Abbildung 11 bei ausgeheilten
und nicht ausgeheilten Patienten sahen wir, dass 97 (71,9 %) der Patienten,
deren Pseudarthrose nach dem ersten Eingriff ausheilte, mannlich waren. 38
(28,1 %) der ausgeheilten Patienten waren weiblich. Bei der Gruppe der nicht
ausgeheilten Patienten lag der Anteil der ménnlichen Patienten bei 77 (81,9 %)
und der weiblichen Patienten bei 17 (18,1 %). Der Unterschied, den das
Geschlecht als Einfluss auf die Ausheilung hatte, war in unserer Analyse
signifikant mit p = 0,09.
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3.1.2 Einfluss der Vor-Operationen auf die Heilung

In untenstehender Abbildung 12 sind die Voroperationen, die vor dem
Pseudarthroseneingriff stattfanden, in Bezug auf die Ausheilungstendenz der
Patienten gezeigt. Eingeschlossen in den Begriff ,Voroperationen’ sind dabei alle
Eingriffe am Knochen und nicht rein weichteilbezogene Operationen wie VAC-

Wechsel, die vor der ersten Pseudarthrosenoperation stattfanden.

70
60
50
40

30

19 (20,9%)

15 (16,5%)

20

Anzahl der Patienten (absolut)

10

o
I 4(3,0%)
I 4 (4,4%)

ausgeheilt nicht ausgeheilt

mOVor-OPs m1Vor-OP m2Vor-OP >3 Vor-OP

Abbildung 12: Anzahl der Vor-Operationen bezogen auf die Heilung. Auf der y-Achse abgebildet ist die
Anzahl der Patienten in absoluten Zahlen.

Hier zeigt sich, dass 4 (3%) der ausgeheilten Patienten keine Voroperation, 50
(37,3 %) Patienten eine Voroperation, 64 (47,8 %) zwei und 19 (20,9 %)

Patienten drei oder mehr Voroperationen hatten.

Bei den nicht ausgeheilten Patienten waren es 4 (4,4 %) ohne Voroperation, 40
(44,0 %) mit einer, 28 (30,8 %) mit zwei und 15 (16,5 %) mit drei oder mehr
Voroperationen. Der Unterschied, den die Anzahl der Voroperationen auf die
Ausheilung zeigte, war nicht signifikant mit p = 0,06. Es konnte nur gezeigt
werden, dass ein Unterschied zwischen der ausgeheilten und der nicht
ausgeheilten Patientengruppe bestand, dieser konnte nicht in unmittelbaren

Zusammenhang mit der Anzahl der Voroperationen gesetzt werden.
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3.1.3 Einfluss der OP-Technik auf die Ausheilung
In der Abbildung 13 sieht man die operative Pseudarthrosenversorgung nach

unterschiedlicher Art aufgeschlisselt und deren Einfluss auf die Ausheilung.

60

(%)
o

IS
o

23 (17%)
25 (26.9%)

B e
Bl o
I 3(3,2%)

—
X
(o]
T)
—
—
~

17 (12,6%)
16 (17,2%)

- 10 (10,8%)

N
o

Anzahl der Patienten (absolut)
w
o
10 (10,8%)

7(5,2%)

=
o

X
™~
<
00

ausgeheilt nicht ausgeheilt
H Plattenosteosynthese B Additive Platte Fixateur externe
Nagelversorgung B Metallentfernung m Dekortikation

B Andere Versorgungsarten

Abbildung 13: Die unterschiedlichen Pseudarthroseoperationstechniken bezogen auf die Ausheilung.

Von den ausgeheilten Patienten bekamen 48 eine Plattenosteosynthese, was
35,6 % der Patienten in dieser Gruppe entspricht. 21 (15,6 %) Patienten wurden
mit additiver Platte versorgt, sieben (5,2 %) mit Fixateur externe, 17 (12,6 %) mit
einem intramedullaren Nagel, elf (8,1 %) mit einer Metallentfernung. 23 (17 %)
Patienten erhielten eine Dekortikation und acht (5,9 %) Patienten wurden
anderweitig versorgt (hier solltest du kurz Beispiele nennen. Was ist unter
,anderen Versorgungsarten’ zu verstehen?). Bei den nicht ausgeheilten
Patienten lag die Anzahl der Plattenosteosynthesen bei 21, dies entspricht 22,6
%. Mit einer additiven Platte wurden der (3,2 %) versorgt, mit einem Fixateur
externe 25 (26,9 %), einen intramedullaren Nagel erhielten zehn (10,8 %), eine
Metallentfernung 16 (17,2 %), eine Dekortikation zehn (10,8 %) und eine andere
Versorgungsart acht (8,7 %). Verglichen wurde nun, ob es einen Unterschied
zwischen der ausgeheilten und der nicht ausgeheilten Patientengruppe gab, da
die einzelnen Untergruppen zu klein waren um Unterschiede zwischen

verschiedenen Operationstechniken zu entdecken. Der Unterschied zwischen
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den Gruppen war signifikant mit p = <0,001. Wir konnten sehen, dass die
Operationstechnik in der Pseudarthrosenoperation einen Unterschied macht,
eine Aussage daruber, welche Versorgung besser oder schlechter ist, lasst sich
aber nicht treffen.

3.1.4 Einfluss eines septischen Verlaufs auf die Heilung

In Abbildung 14 sieht man die Darstellung des Einflusses eines septischen
Verlaufs auf die Knochenheilung.

120

97 (73,5%)

100
80

60
46 (50%) 46 (50%)

ausgeheilt nicht ausgeheilt

40 35(26,5%)

Anzahl der Patienten (absolut)

20

M septisch M nicht septisch

Abbildung 14: Die Verteilung zwischen septischen und nicht septischen Verlaufen in den Gruppen der
ausgeheilten und der nicht ausgeheilten Patienten.

Insgesamt waren 81 Patienten im Verlauf septisch, davon heilte bei 35 Patienten
die Pseudarthrose aus, bei 46 nicht. Bei den nichtseptischen Patienten heilten 97
Pseudarthrosen aus, bei ebenfalls 46 heilte die versorgte Pseudarthrose nicht.
Insgesamt waren bei den ausgeheilten Patienten 73,5 % Patienten infektionsfrei,
26,5 % hatten eine Infektion. Bei den nicht ausgeheilten Patienten lag der

Prozentwert bei jeweils ca. 50 %.
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3.1.5 Einfluss des American Society of Anesthesiologists (ASA) - Wertes
auf die Heilung

Abbildung 15 zeigt den Einfluss der unterschiedlichen ASA — Werte auf die
Ausheilung.
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Abbildung 15: Die unterschiedliche Verteilung des ASA-Scores zwischen ausgeheilten und nicht
ausgeheilten Patienten.

In der Gruppe der ausgeheilten Patienten hatten 34 (26,2 %) der Patienten einen
ASA — Score 1, 85 (65,4 %) der Patienten hatten einen ASA — Score 2 und elf
(8,4 %) der Patienten hatten einen Score 3 oder groRer. Bei den nicht
ausgeheilten Patienten war die Verteilung der ASA — Werte wie folgt; 26 (28,6 %)
der Patienten hatten einen Score 1, 52 (57,1 %) hatten einen Score 2 und 13
(14,5 %) der Patienten erreichten einen Wert 3 oder gréRer. Verglichen wurde,
ob es einen messbaren Unterschied in den beiden Gruppen bezuglich der
Ausheilung gibt, dieser war nicht signifikant mit p = 0,175. Es liel3 sich keine
Aussage treffen ob der ASA-Score einen Einfluss auf die Ausheilung hat.
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3.1.6 Einfluss der Invasivitat der Versorgung nach NUSS auf die Heilung

Der NUSS-Score ergibt anhand der erreichten Risikowerte (Punktzahl) ein
Therapieschema vor, das mit steigender Punktzahl invasiver wird. Wie bereits in
Material und Methoden erklart, wurden hier retrospektive Daten erhoben.
Deshalb konnte das Therapieschema des NUSS-Scores nicht intraoperativ
umgesetzt werden, so dass stattdessen die NUSS-Parameter, soweit vorhanden,
analysiert wurden und in einem modifizierten NUSS-Score, dem Tubinger NUSS-
Score, in ebenfalls vier Risikogruppen eingeteilt wurden. Anschlieend wurde
betrachtet, wie die Verteilung der Behandlungsgruppen sich in Bezug auf die

Ausheilung unterschied, dies ist in Abbildung 16 zu sehen.
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Abbildung 16: Die unterschiedliche Verteilung der Invasivitat der Behandlung bezogen auf Ausheilung und
Nicht-Ausheilung. Abgebildet sind die nach dem Tubinger NUSS-Score unterteilten Risikogruppen.

In der Gruppe der ausgeheilten Patienten bekamen vier (3,1 %) der Patienten
das Therapieschema 1 (verbesserte mechanische Stabilitat), 47 (36,2 %) der
Patienten das Therapieschema 2 (verbesserte mechanische Stabilitat plus einen
biologischen Wachstumsanreiz), 79 (60,8 %) der Patienten das Therapieschema
3 (Knochentransport plus biologischer Wachstumsanreiz) und keiner das

Therapieschema 4 (Amputation, Arthrodese oder Prothese).
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In der Gruppe der nicht ausgeheilten Patienten bekamen elf (12,4 %) Patienten
das Therapieschema 1, 21 (23,6 %) der Patienten das Therapieschema 2, 55
(61,8 %) der Patienten das Therapieschema 3 und zwei (2,2 %) das Schema 4.

3.1.7 Anzahl der Weichteil-Operationen und deren Einfluss auf die Heilung
In der Abbildung 17 sieht man den Einfluss der Anzahl der Weichteiloperationen
auf die Heilung. Die Weichteiloperationen wurden ab dem Unfallzeitpunkt bis zur
endgultigen Ausheilung erfasst. Sie umfassen Lappenplastiken, Spalthaut und

weitere Eingriffe wie Vacuumverbandversorgung.
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Abbildung 17: Verteilung der Anzahl der Weichteiloperationen zwischen ausgeheilten und nicht
ausgeheilten Patienten.

Bei den ausgeheilten Patienten hatten funf (3,7 %) keine Weichteiloperation vor
dem Pseudarthroseeingriff, 126 (93,3 %) hatten eine Weichteiloperation und vier
(3 %) hatten zwei vorangegangene Operationen. In der Gruppe der nicht
ausgeheilten Patienten hatten vier (4,4 %) keinen Weichteileingriff, 76 (81,7 %)
Patienten hatten eine Operation an den Weichteilen und 13 (14 %) hatten zwei
Eingriffe. Verglichen wurde, ob ein Unterschied zwischen ausgeheilten und nicht
ausgeheilten Patienten im Bezug auf die Anzahl der Weichteiloperationen
besteht. Der Unterschied war signifikant mit p=0,002. So kénnen wir sagen, dass
die Gruppen der ausgeheilten und der nicht ausgeheilten Patienten sich in der
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Anzahl der Weichteiloperationen signifikant unterscheiden, nicht zu sagen ist, wie

viele Weichteiloperationen ausschlaggebend sind fir eine Nicht-Heilung der

Patienten.

3.1.8 Gesamtubersicht der erhobenen Faktoren der Datenerhebung

Die unten abgebildete Tabelle zeigt die Gesamtubersicht der erhobenen und

spater ausgewerteten Faktoren.

Heilung Ja Heilung Nein | P Wert
(n=135) (n=94)
Alter Mittelwert (SD) 226 48,21 49,50 0,50*
(Range 63,25) (Range 67,25)
Geschlecht 229
mannlich n (%) 97 (71,9 %) 77 (81,9 %) 0,09**
weiblich n (%) 38 (28,1 %) 17 (18,1 %)
Korpergroflle Mittelwert (SD) 143 1.75 (0.10) 1.74 (0.08) 0.02*
Kdrpergewicht Mittelwert (SD) 144 86,60 (19.10) 83,67 (19,29) | 0.49*
BMI Mittelwert (SD) 143 28.38 (5,72) 27,36 (4,95) 0.26*
Anzahl Knochen-OPs 225
Primarversorgung 4 (3.0 %) 4 (4.4 %) 0.06***
0 n (%) 50 (37.3 %) 40 (44.0 %)
1 n (%) 64 (47.8 %) 28 (30.8 %)
2n (%) 19 (20.9 %) 15 (16.5 %)
>=3 n (%)
Initiale Fraktur im Rahmen eines | 228
Polytrauma 21 (15.6 %) 13 (14.0 %) 0.85**
Ja n (%) 114 (84.4 %) 80 (86.0 %)
Nein n (%)
Schéadel-Hirn-Trauma 228
Ja n (%) 6 (4.4 %) 4 (4.3 %) 0.99***
Nein n (%) 129 (95.6 %) 89 (95.7 %)
Gustillon-Klassifikation 224
0 89 (66.4 %) 60 (66.7 %) 0.53***
1 10 (7.5 %) 6 (6.7 %)
2 20 (14.9 %) 9 (10 %)
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15 (11.2 %)

15 (16.7 %)

Weichteilops median p 25-75 229 0(0-0) 0(0-2) <0.01%
Weichteilop =0 n (%) 229 110 (81.5 %) 53 (56.4 %) 0.002**
Art der Pseudarthrose 227
atroph n (%) 88 (65.2 %) 55 (59.8 %) 0.32**
hypertroph n (%) 33 (24.4 %) 21 (22.8 %)
oligotroph n (%) 14 (10.4 %) 16 (17.4 %)
1 PSA OP 228
Plattenosteosynthese n (%) 48 (35.6 %) 21 (22.6 %) <0.001*
Fixateur externe n (%) 7 (5.2 %) 25 (26.9 %) *
Dekortikation n (%) 23 (17 %) 10 (10.8 %)
Metallentfernung (%) 11 (8.1 %) 16 (17.2 %)
Intramedullarer Nagel n (%) 17 (12.6 %) 10 (10.8 %)
Additive Plattenosteosynthese 21 (15.6 %) 3 (3.2 %)
n (%) 3 (2.2 %) 3 (3.2 %)
Dynamisierung n (%) 2 (1.5 %) 1(1.1%)
Isolierte 2 (1.5 %) 1(1.1%)
Schraubenosteosynthese n (%) 0 (0 %) 2 (2.2 %)
Konservativ n (%) 1 (0.7 %) 0 (0 %)
Spacereinsatz n (%)
Zuggurtung n (%)
Septischer Verlauf 224 <0,01**
Jan (%) 35 (26,5 %) 46 (50 %)
Nein n (%) 97 (73,5 %) 46 (50 %)
Spongiosaerhalt 226 0,935**
Eigene Spongiosa von anderem 61 (45,5 %) 41 (44,6 %)
Entnahmeort n (%) 47 (35,1 %) 35 (38,0 %)
nein n (%) 18 (13,4 %) 10 (10,9 %)
lokale Spongiosa n (%) 8 (6 %) 6 (6,5 %)
Fremdspongiosa n (%)
Spongiosa Ort 223
68 (50,7 %) 47 (52,8 %) 0,922**
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keine erhalten n (%)

52 (38,8 %)

31 (34,8 %)

Beckenkamm n (%) 8 (6,0 %) 6 (6,7 %)
Tibia n (%) 6 (4,5 %) 5 (5,6 %)
Femur n (%)
NUSS score Mittelwert (SD) 182 30,44 (8,15) 32,85 (7,62) 0,046*
ASA-Score 221
1n (%) 34 (26,2 %) 26 (28,6 %) 0,175***
2 n (%) 85 (65,4 %) 52 (57,1 %)
3n (%) 9 (6,9 %) 13 (14,3 %)
4 n (%) 2 (1,5 %) 0 (0 %)
Rauchen 229 0,773**
Jan (%) 45 (34,4 %) 29 (32,2 %)
Nein n (%) 86 (65,6 %) 61 (67,8 %)
Heparin 228 0,999**
Jan (%) 85 (63 %) 59 (63,4 %)
Nein n (%) 50 (37 %) 34 (36,6 %)
Marcumar 229
Jan (%) 2 (1,5 %) 3 (3,2 %) 0,651***
Nein n (%) 133 (98,5 %) 91 (96,8 %)
Faktor X Inhibitor 229
Jan (%) 0 (0 %) 2 (2,1 %) 0,167***
Nein n (%) 135 (100 %) 92 (97,9 %)
ASS 229
Jan (%) 7 (5,2 %) 10 (10,6 %) 0,132**
Nein n (%) 128 (94,8 %) 84 (89,4 %)
Thrombozytenaggregationshemme | 229
r 0 (0 %) 1(1,1 %) 0,410***
Jan (%) 135 (100 %) 93 (98,9 %)
Nein n (%)
Blutdruck Medikamente 229
Jan (%) 29 (21,5 %) 31 (33 %) 0,066**
Nein n (%) 106 (78,5 %) 63 (67 %)
Steroide 222
Jan (%) 1 (0,8 %) 0 (0 %) 0,999***
Nein n (%) 131 (99,2 %) 90 (100 %)
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Diuretika 229
Jan (%) 12 (8,9 %) 7 (7,4 %) 0,810**
Nein n (%) 123 (91,1 %) 87 (92,6 %)
Osteoporose Medikamente 229
Jan (%) 3 (2,2 %) 0 (0 %) 0,271***
Nein n (%) 132 (97,8 %) 94 (100 %)
Bekannte PSA in der | 229
Vergangenheit 4 (3 %) 5 (5,3 %) 0,493***
Jan (%) 131 (97 %) 89 (94,7 %)
Nein n (%)
Kardiovaskulare Erkrankungen 229 0,757**
Jan (%) 32 (23,7 %) 24 (25,5 %)
Nein n (%) 103 (76,3 %) 70 (74,5 %)
Diabetes Mellitus 229
Jan (%) 8 (5,9 %) 6 (6,4 %) 0,999**
Nein n (%) 127 (94,1 %) 88 (93,6 %)
Rheumaerkrankung 229
Jan (%) 2 (1,5 %) 4 (4,3 %) 0,405***
Nein n (%) 133 (98,5 %) 90 (95,7 %)
Psychische Erkrankung 229
Jan (%) 4 (3 %) 1(1,1%) 0,410***
Nein n (%) 131 (97 %) 93 (98,9 %)
Neurologische Erkrankung 224
Jan (%) 2 (1,5 %) 2 (2,2 %) 0,999***
Nein n (%) 131 (98,5 %) 89 (97,8 %)
Lungenerkrankung 224
Jan (%) 2 (1,5 %) 2 (2,2 %) 0,999***
Nein n (%) 131 (98,5 %) 89 (97,8 %)
Nierenerkrankung 224
Jan (%) 2 (1,5 %) 3 (3,3 %) 0,651***
Nein n (%) 131 (98,5 %) 88 (96,7 %)
Carcinome in der Vorgeschichte 224
Jan (%) 1 (0,8 %) 1(1,1%) 0,999***
Nein n (%) 132 (99,2 %) 90 (98,9 %)
INR physiologisch 214
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1n (%) 2 (1,6 %) 3 (3,5 %) 0,650***
2 n (%) 126 (98,4 %) 83 (96,5 %)
PTT physiologisch 217
1n (%) 48 (37,2 %) 41 (46,6 %) 0,206**
2 n (%) 81 (62,8 %) 47 (53,4 %)
Erythrozyten Mittelwert (SD) 226 4,87 (0,48) 4,80 (0,65) 0,398*
Hb Mittelwert (SD) 227 14,61 (1,54) 14,25 (1,80) 0,103*

Tabelle 11: Retrospektiv erhobene und analysierte Faktoren. In Spalte 1 steht der jeweils analysierte
Parameter In der zweiten Spalte ist die Anzahl der Patienten, fur die ein Wert im jeweils betrachteten Punkt
vorhanden war, gelistet. In der dritten und vierten Spalte finden sich jeweils der absolute und prozentuale
Wert der Patienten, die aus der Untergruppe des analysierten Wertes ,ausgeheilt’ oder ,nicht ausgeheilt
sind. Spalte 5 zeigt den p-Wert und gibt damit die Signifikanz des Unterschiedes zwischen Heilung und
keiner Heilung an. p<0,05 gilt als signifikant.

*T test independent samples, ** Chi quadrate, ***Fisher Test, ¥Mann Whitney

In Tabelle 11 werden nacheinander alle erhobenen Parameter aufgelistet.
Ausgeheilt sind insgesamt 135 Patienten zum Endpunkt der Datenerhebung, 94
sind nicht ausgeheilt. Ausgeheilt werden dabei alle Patienten genannt die
grundsatzlich geheilt sind, unabh&ngig davon wie viele Operationen
vorangegangen sind. Die dick hervorgehobenen Werte wurden bereits im

vorangegangenen Text (3.1.1. bis 3.1.7) graphisch dargestellt und erlautert.

Als weiterer Wert wurden die Weichteiloperationen analysiert. 81,5 % der
ausgeheilten Patienten und 56,4 % der nicht ausgeheilten Patienten erhielten
keine Weichteiloperation. Mit p=0,002 war dieser Unterschied zwischen diesen
beiden Gruppen signifikant, so dass die Anzahl der Weichteiloperationen einen

Unterschied zwischen Heilung und keiner Heilung ausmacht
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3.1.9 Tubinger NUSS-Score vs. Tubinger Procedere

Da die erhobenen Daten retrospektiv ausgewertet wurden, konnte der NUSS-
Score nicht zur Therapieplanung herangezogen werden, so dass die
Operationsstrategie nicht davon beeinflusst wurde. Auf3erdem wurden nicht alle
Parameter des NUSS-Scores bei unseren Patienten erhoben und einige
Parameter sind retrospektiv nicht mehr beurteilbar. Deshalb entschlossen wir
uns, die fur den NUSS-Score verwendeten Faktoren auf die Werte zu reduzieren,
die im Alltag in der Klink erhoben werden kénnen, und aus dem dann noch
errechenbaren Punktewert ebenfalls vier Risikogruppen zu bilden, die in ihrer
Aufteilung den NUSS-Score Risikogruppen entsprechen. Im Tibinger NUSS-
Score, also dem gekirzten und somit modifizierten NUSS-Score, wurden die
Patienten anhand der erhaltenen Punktewerte eingeschlossen. Je nachdem,
welche operative Therapie die Patienten bisher erhalten hatten und welcher
NUSS-Score Risikogruppe diese Therapie entsprach, wurde daraus die Tubinger
Risikogruppe (TU-RG) gebildet.
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Abbildung 18: Zu sehen ist die unterschiedliche Einteilung der Patienten nach Aufnahme des Tlbinger, dem
modifizierten, NUSS-Scores und allein nach erfolgter operativer Therapie. Die blauen Balken entsprechen
der Risikogruppenverteilung nach dem Tiubinger NUSS-Score, die orangenen Balken der
Risikogruppenverteilung nach dem Tubinger Procedere.

Die in Abbildung 18 dargestellte Verteilung der Risikogruppen zwischen Tubinger
NUSS-Score (blau) und Tubinger Risikogruppen (orange) zeigt, dass in
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Risikogruppe 1 (RG 1) 7 Patienten nach NUSS-Score eingegliedert waren; im
Tldbinger Procedere waren es 11 Patienten. In Risikogruppe 2 waren nach
NUSS-Score 152 Patienten und nach Tibinger Procedere 89 Patienten. In
Risikogruppe 3 waren nach NUSS-Score 36 Patienten und nach Tubinger Score
131 und in Risikogruppe 4 waren nach NUSS-Score keine und nach Tubinger

Score 10 Patienten.

Der Mittelwert des Tubinger NUSS-Scores lag bei 2,14, der Mittelwert des
Tlbinger Procedere lag bei 2,58. Der Median des Tubinger NUSS-Scores war 2,

der Median des Tubinger Procedere 3.

3.1.10 Risikogruppenverteilung bezogen auf die Ausheilung
70
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Abbildung 19: Dargestellt sind die Unterschiede zwischen den Risikogruppen nach Punktewert des
modifizierten Tibinger NUSS-Scores und, vor Erhebung eines NUSS-Scores, allein nach der operativ
erfolgten Therapie. Dies wurde noch nach ausgeheilten und nicht ausgeheilten Patienten aufgegliedert.

In Abbildung 19 sieht man die Verteilung zwischen der Risikogruppeneinteilung
nach Tubinger NUSS-Score und Tubinger Procedere. Es soll verdeutlicht
werden, wie die Einteilung nach dem Tubinger, dem modifizierten NUSS-Score
anhand der erhobenen Parameter erfolgte und wie die Patienten ohne eine
Score-Einteilung initial therapiert wurden. Die Unterschiede sind hier graphisch
dargestellt, getrennt nach ausgeheilten (blau) und nicht ausgeheilten (orange)
Patienten.
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In den ersten beiden Saulen sind die Patienten abgebildet, bei denen die
Risikogruppeneinteilung des Tubinger NUSS-Scores kleiner war als die Tubinger
Risikogruppe des Tubinger Procedere, die also invasiver therapiert wurden als
der modifizierte Tubinger NUSS-Score es vorgegeben hétte.

In dem zweiten Saulenpaar sind alle Patienten bei denen die Tubinger
Risikogruppe des Tubinger Procedere gleich war wie die Tubinger NUSS-Score
Risikogruppe. Hier erfolgte die Initialtherapie so, wie sie auch nach Tubinger

NUSS-Score empfohlen worden ware.

Das dritte Saulenpaar zeigt die Patienten, bei denen die Risikogruppeneinteilung
durch den Tubinger NUSS-Score héher war als die Risikogruppe nach Tubinger
Procedere. Die Patienten hatten nach NUSS-Score Empfehlung ein invasiveres

Therapieschema erhalten sollen.

In der Gruppe, in denen der Tubinger NUSS-Score kleiner war als die
Risikogruppe nach Tubinger Procedere, heilten 16 (61,5 %) Patienten aus. 10
(38,5 %) der Patienten heilten nicht aus. In der Gruppe der Patienten, bei denen
die Tubinger NUSS-Score RG gleich war wie die Risikogruppe nach Tubinger
Procedere, heilten 22 (56,9%) der Patienten aus, wahrend 25 (43,1 %) Patienten
nicht ausheilten. In der Gruppe in der die Tubinger NUSS-Score gréf3er war als
die Risikogruppe nach Tubinger Procedere heilten 58 (60,4 %) der Patienten aus,
38 (39,6 %) der Patienten heilten nicht aus.

3.1.11 Analysierte Parameter des modifizierten Tubinger NUSS-Scores

Heilung Ja | Heilung Nein | P value
(n=135) (n=94)
NUSS Gustil 224
0 n (%) 89 (66,4 %) 60 (66,7 %) 0,999**
1 n (%) 10 (7,5 %) 6 (6,7 %)
3 n (%) 35 (26,1 %) 24 (26,7 %)
NUSS Invasiv 219
0 n (%) 4 (3,1 %) 11 (12,4 %) 0,005***
1n (%) 47 (36,2 %) 21 (23,6 %)
2 n (%) 79 (60,8 %) 55 (61,8 %)
3n (%) 0 (0 %) 2(2,2%)
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NUSS Knochen Op

225

1n (%) 4 (3 %) 4 (4,4 %) 0,677*+*
2 n (%) 50 (37,3 %) 40 (44 %)
3n (%) 74 (55,2 %) 43 (47,3 %)

4n (%) 6 (4,5 %) 4 (4,4 %)

NUSS Weichteil Op 228
0 n (%) 5 (3,7 %) 4 (4,3 %) 0,006***
2 n (%) 126 (93,3%) | 76 (81,7 %)
3n (%) 4 (3 %) 13 (14 %)

NUSS WeberCech 221
Hypertroph n (%) 33 (24,4 %) 21 (22,8 %) 0,323**
Oligotroph n (%) 14 (10,4 %) 16 (17,4 %)

Atroph n (%) 88 (65,2 %) 55 (59,8 %)

NUSS septisch 224
0n (%) 97 (73,5 %) 46 (50 %) <0,001**
1n (%) 35 (26,5 %) 46 (50 %)

NUSS alignment 229

jan (%) 12 (8,9 %) 11 (11,7 %) 0,509**
nein n (%) 123 (91,1 %) | 83(88,3 %)

NUSS ASA 221

1-2 n (%) 119 (91,5%) | 78 (85,7 %) 0,192**
3-4 n (%) 11 (8,5 %) 13 (14,3 %)

NUSS Rauchverhalten 221
nein n (%) 86 (65,6 %) 61 (67,8 %) 0,773*
jan (%) 45 (34,4 %) 29 (32,2 %)

NUSS Steroide 222
nein n (%) 131 (99,2 %) | 90 (100 %) 0,999%**
jan (%) 1 (0,8 %) 0 (0 %)

NUSS NSAR 222
nein n (%) 104 (78,8 %) | 68 (75,6 %) 0,625**
jan (%) 28 (21,2 %) 22 (24,4 %)

NUSS Diabetes mellitus 229
nein n (%) 127 (94,1 %) 88 (93,6 %) 0,999**
jan (%) 8 (5,9 %) 6 (6,4 %)

NUSS Hb 227
>10 n (%) 134 (99,3 %) | 90 (97,8 %) 0,56 7%+
<10 n (%) 1 (0,7 %) 2 (2,2 %)
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NUSS Leukozyten 226
<12 n (%) 128 (95,5 %) | 91 (98,9 %) 0,146%**
>12 n (%) 6 (4,5 %) 1(1,1 %)
NUSS CRP 205
<20 n (%) 110 (91,7 %) | 72 (84,7 %) 0,177%
>20 n (%) 10 (8,3 %) 13 (15,3 %)

Tabelle 12: Alle erhobenen Parameter des modifizierten NUSS - Scores in tabellarischer Ubersicht. In der
ersten Spalte die erhobenen Parameter, in der zweiten Spalte die Anzahl der jeweils ausgewerteten
Patienten. In der dritten Spalte finden sich die Zahlen der ausgeheilten Patienten, in der vierten Spalte die
Zahlen der nicht ausgeheilten Patienten. In Spalte finf stehen die p-Werte die den Unterschied zwischen
Ausheilung und keiner Heilung angeben. Signifikanzniveau war p < 0,05.

*T test independent samples, ** Chi quadrate, ***Fisher Test, ¥Mann Whitney

In Tabelle 12 werden die einzelnen Faktoren des NUSS-Scores aufgezahlt. Alle
fett hervorgehobenen Werte sind weiter oben bereits erlautert, da der Wert

unabhangig vom NUSS-Score erhoben wurde.

Analysiert wurde die Invasivitdt des bei der ersten Pseudarthrosenoperation
durchgefuhrten Eingriffes. In der Gruppe der ausgeheilten Patienten wurden 4
(3,1 %) mit der Invasivitat 0, also mit einer rein mechanischen Verbesserung
behandelt. 47 (36,2 %) der Patienten wurden mit der Invasivitat 1 behandelt,
bekamen entweder eine biologische oder eine mechanische Verbesserung. 79
(60,8 %) der Patienten wurden mit der Invasivitat 2, einer mechanischen und
biologischen Verbesserung behandelt und 0 (0,0 %) der Patienten bekamen eine
Behandlung die der Invasivitat 3 entspricht, einer Amputation oder Arthrodese. In
der Gruppe der nicht ausgeheilten Patienten wurden 11 (12,4 %) mit der
Invasivitat O behandelt, 21 (23,6 %) wurden mit der Invasivitat 1 behandelt, 55
(61,8 %) wurden mit der Invasivitat 2 behandelt und 2 (2,2 %) mit der Invasivitat

3. Der Unterschied war mit p=0,005 signifikant.

Ein weiterer Punkt, der eine Rolle im NUSS-Score spielt, ist das Alignment. Wir
untersuchten ob die Ausrichtung der Fraktur vor der ersten
Pseudarthrosenoperation einen Unterschied ausmachte. In der Gruppe der
ausgeheilten Patienten wurden bei 12 (8,9 %) der Patienten die Frakturen vor der
OP ausgerichtet, bei 123 (91,1 %) nicht. In der Gruppe der nicht ausgeheilten
Patienten wurde bei 11 (11,7 %) die Fraktur ausgerichtet, bei 83 (88,3 %) nicht.
Der Unterschied war mit p=0,509 nicht signifikant.
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Die Einnahme von NSAR (nichtsteroidale Antirheumatika) zum Zeitpunkt der
ersten Pseudarthrosenoperation ist ein weiterer Faktor des NUSS- Scores. In der
Gruppe der ausgeheilten Patienten nahmen 28 (21,2 %) der Patienten NSAR ein,
104 (78,8 %) nahmen keine ein. In der Gruppe der ausgeheilten Patienten
nahmen 22 (24,4 %) der Patienten zum Zeitpunkt der ersten
Pseudarthrosenoperation NSAR ein, 68 (75,6 %) nicht. Der P-Wert betrug
p=0,625.

Die Hohe des Hb-Wertes zahlt ebenfalls in den NUSS-Score, hier jedoch anders
aufgeschlisselt als in der Tabelle weiter oben. In der Gruppe der ausgeheilten
Patienten hatten 134 (99.3 %) einen Hb-Wert gré3er als 10 und 1 (0,7 %) der
Patienten hatte einen Hb-Wert kleiner als 10. In der Gruppe der nicht
ausgeheilten Patienten hatten 90 (97,8 %) einen Hb-Wert grof3er als 10 und 2
(2,2 %) der Patienten hatten einen Hb-Wert kleiner als 10. Der P-Wert betrug
p=0,567.

Ebenfalls in den NUSS-Score zahlt der Leukozyten-Wert der Patienten zum
Zeitpunkt der ersten Pseudarthrosenoperation. Kriterium war hier, ob der Wert
grol3er oder kleiner als 12 /nl. In der Gruppe der ausgeheilten Patienten hatten
128 (95,5 %) der Patienten einen Leukozyten-Wert unter 12 /nl. 6 (4,5 %) der
Patienten hatten einen Wert der dber 12 /nl lag. In der Gruppe der nicht
ausgeheilten Patienten hatten 91 (98,9 %) der Patienten einen Leukozyten-Wert
der unter 12 /nl lag und 1 (1,1 %) hatten einen Wert der Uber 12 /nl lag. Der
Unterschied war mit p=0,146 nicht signifikant.

Der CRP-Wert ist ein weiterer Faktor der im NUSS-Score Einfluss findet.
Unterschieden wurde in Werte kleiner 20 mg/l und gréf3er 20 mg/l. In der Gruppe
der ausgeheilten Patienten hatten 110 (91,7 %) zum Zeitpunkt der ersten
Pseudarthrosenoperation einen CRP-Wert kleiner 20 mg/l. 10 (8,3 %) hatten
einen Wert grol3er 20 mg/l. In der Gruppe der nicht ausgeheilten Patienten hatten
72 (84,7 %) einen CRP-Wert kleiner 20 mg/l und 13 mg/l (15,3 %) hatten einen
CRP-Wert grof3er 20 mg/l. Der Unterschied war mit p=0,177 nicht signifikant.

Getestet wurde hier mit dem Exakten Fisher-Test, da der Stichprobenumfang
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gering war und der Exakte Fisher-Test auch dann noch verlassliche Resultate

liefert.

Insgesamt ergab sich bei der retrospektiven Datenauswertung Anlass zur
Modifizierung des NUSS-Scores. Der bisher bestehende NUSS-Score zeigte
sich klinisch auf Grund seiner Komplexitat nicht einsetzbar. Wir kiirzten daraufhin
den NUSS-Score um die nicht regelhaft erhobenen Parameter und bildeten aus
der ubrig gebliebenen Summe den Tubinger NUSS-Score. Dieser wurde
ebenfalls in vier Risikogruppen gegliedert in die die Patienten eingeteilt wurden.
So blieb der sehr gute und mit Therapieschema bisher einzigartige Ansatz des
NUSS-Scores erhalten, wurde aber sehr viel alltagstauglicher in der Handhabung
und Ausfihrung.

In unserer Auswertung zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Heilung
und Nicht-Heilung. Unter anderem lie3 sich dies bei der Anzahl der
Weichteiloperationen und der Art der 1. Pseudarthrosenoperation, also der
intraoperativen Versorgung darstellen. Jedoch konnte, da jeweils mehrere
Gruppen aufgelistet waren und die Patientengruppen zu klein waren, kein
Unterschied zwischen einzelnen Untergruppen aufgezeigt werden. Einzig, dass
es einen signifikanten Unterschied gibt und diese Punkte damit ein Risikofaktor
sein konnten, liel3 sich zeigen. Dass ein septischer Verlauf einen Unterschied
zwischen Heilung und Nicht-Heilung bringt, konnten wir dagegen mit einem

signifikanten Unterschied belegen.
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3.2 Prospektive Ergebnisse

Die analysierten biologischen Wachstumsfaktoren wurden in verschiedenen
Patientengruppen gemessen und verglichen. Jeweils im defekten Knochenanteil
der Pseudarthrose, und im gesunden Knochenanteil der Spongiosa, die dem
jeweiligen Patienten intraoperativ entnommen (Beckenkamm, Tibiakopf,
Calcaneus) und dann am Ort der Pseudarthrose wieder implantiert wurde.
Deshalb wurden in die Studie auch nur Patienten eingeschlossen, die eigene
Spongiosa transplantiert bekamen. Patienten mit einem septischen Verlauf
wurden im Vorhinein ausgeschlossen, da mégliche Interaktionen innerhalb der
untersuchten Proteine bei vorliegender Infektkonstellation nicht ausgeschlossen
werden konnten. Die genaue Patienteneinteilung in die drei Gruppen ist in Kapitel
2.3 detailliert beschrieben.

3.2.1 Angiogenetische Wachstumsfaktoren

Der angiogenetischen Wachstumsfaktor VEGF und seine Rezeptoren VEGF-R1
und VEGF-R2 sind erheblich an der Vaskularisierung der Frakturzone beteiligt
(siehe oben, Abschnitt 1.2.6.1.1 VEGF).
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3.2.1.1 VEGF
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Abbildung 20: (A) VEGF-Expression in allen Gruppen. (B) Die VEGF-Expression isoliert betrachtet in den
Pseudarthrosegruppen. (C) Die VEGF-Expression in den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe

In Abbildung 20 sieht man die relative Auspragung von VEGF in den
unterschiedlichen Gruppen. In Diagramm A sind alle Gruppen miteinander
verglichen, hier zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
gelenknahen  Pseudarthrosengruppe (GG/P) und der gelenknahen
Spongiosagruppe (GG/S) mit p = 0,0012.
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In Diagramm B sind die Pseudarthrosengruppen miteinander verglichen. Hier
sieht man zwischen der gelenknahen Pseudarthrosengruppe (GG/P) und der
schaftnahen Pseudarthrosengruppe (GS/P) einen signifikanten Unterschied mit
p = 0,0043.

In Diagramm C sind die Spongiosagruppen und die Kontrollgruppe zu sehen. Ein
mit p = 0,0242 signifikanter Unterschied ist zwischen der Kontrollgruppe (CO)
und der gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) zu sehen.

Insgesamt ist die Expression von VEGF in den Pseudarthrosegruppen groR3er als

in den Spongiosa- und Kontrollgruppen.

3.2.1.2 VEGF-R1
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Abbildung 21: (A) VEGF-R1-Expression in allen Gruppen. (B) Die VEGF-R1-Expression isoliert betrachtet
in den Pseudarthrosegruppen. (C) Die VEGF-R1-Expression in den Spongiosagruppen und der
Kontrollgruppe.

Abbildung 21 zeigt die Expression von VEGF-R1 in allen Gruppen. In Diagramm
A zu sehen sind signifikante Unterschiede zwischen der Arthrodesen-
Spongiosagruppe (GA/S) und der gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) mitp =
0,0011. Ebenfalls signifikant war der Unterschied zwischen der gelenknahen
Pseudarthrosengruppe (GG/P) und der Kontrollgruppe (CO) mit p=0,0423 und
zwischen der gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) und der Kontrollgruppe
(CO) mit p = 0,0007.

In Diagramm B war der Unterschied zwischen der Arthrodesen-
Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der gelenknahen Pseudarthrosengruppe
(GG/P) signifikant mit p = 0,0074.
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In Diagramm C sind die gesunden Gruppen beziglich der Auspragung von
VEGF-R1 verglichen. In der gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) war die
Auspragung deutlich geringer, so dass der Unterschied zu der Arthrodesen-
Spongiosagruppe (GA/S) mit p = 0,0175 und zur Kontrollgruppe (CO) mit p =
0,0062 signifikant war.

Die Signifikanzwerte zwischen Diagramm A und C variieren deshalb, da im ersten
Diagramm die Werte aller Gruppen verglichen wurden, im dritten Diagramm nur

die Werte der Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe.

3.2.1.3 VEGF-R2
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Abbildung 22: (A) VEGF-R2-Expression in allen Gruppen. (B) Die VEGF-R2-Expression isoliert betrachtet
in den Pseudarthrosegruppen. (C) Die VEGF-R2-Expression in den Spongiosagruppen und der
Kontrollgruppe.

In Abbildung 22 ist die Expression von VEGF-R2 dargestellt. Im Diagramm A ist
der Unterscheid von der gelenknahen Pseudarthrosengruppe (GG/P) zu der
Kontrollgruppe (CO) mit p = 0,0001 und zwischen der gelenknahen
Spongiosagruppe (GG/S) und der Kontrollgruppe (CO) mit p = 0,0294 signifikant.

In Diagramm B ist der Unterschied zwischen der Arthrodesen-
Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der gelenknahen Pseudarthrosengruppe
(GG/P) mit p=0,0029 signifikant.

Diagramm C zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der gelenknahen
Spongiosagruppe (GG/S) und der Kontrollgruppe (CO) mit p=0,0016.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die angiogenetischen
Wachstumsfaktoren VEGF, VEGF-R1 und VEGF-R2 sehr einheitlich exprimiert
sind. Bis auf GG/P in VEGF sind in den gelenknahen Gruppen sowohl im
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pseudarthrotischen Knochen wie auch in der Spongiosa die angiogenetischen

Wachstumsfaktoren geringer exprimiert als in allen anderen Proben.
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3.2.2 Osteoblastare Wachstumsfaktoren
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Abbildung 23: (A) BMP2-Expression in allen Gruppen. (B) Die BMP2-Expression isoliert betrachtet in den
Pseudarthrosegruppen. (C) Die BMP2-Expression in den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe.

In Abbildung 23 sieht man die Expression von BMP2 in allen untersuchten
Gruppen. Insgesamt betrachtet war die Verteilung in allen Gruppen ahnlich.
Zwischen den Gruppen liel3 sich kein signifikanter Unterschied ermitteln.

3.2.2.2 BMP7
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Abbildung 24: (A) BMP7-Expression in allen Gruppen. (B) Die BMP7-Expression isoliert betrachtet in den
Pseudarthrosegruppen. (C) Die BMP7-Expression in den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe.

In Abbildung 24 ist die Expression von BMP7 in allen Gruppen dargestellt. In
Diagramm A zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Arthrodesen-
Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der Arthrodesen-Spongiosagruppe (GA/S)
mit p=0,0055. Zwischen der Arthrodesen-Spongiosagruppe (GA/S) und der
gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) war der Unterschied mit p = 0,0002
signifikant. Die Arthrodesen-Spongiosagruppe (GA/S) und die Kontrollgruppe
(CO) zeigten mit p=0,0353 ebenfalls einen signifikanten Unterschied und
zwischen der gelenknahen Pseudarthrosengruppe (GG/P) und der gelenknahen

Spongiosagruppe (GG/S) war der Unterscheid mit p = 0,0055 signifikant.
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In Diagramm B ist die Expression von BMP7 in den Pseudarthrosegruppen
dargestellt. In der gelenknahen Pseudarthrosengruppe (GG/P) war die
Auspragung am geringsten, so dass der Unterschied zu der Arthrodesen-
Pseudarthrosengruppe (GA/P) mit p = 0,0283 signifikant war.

Diagramm C zeigt mit p = 0,0009 einen signifikanten Unterschied der
Arthrodesen-Spongiosagruppe (GA/S) und der gelenknahen Spongiosagruppe
(GG/S).

3.2.2.3 TGF-B1
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Abbildung 25: (A) TGF-B1 -Expression in allen Gruppen. (B) Die TGF-B1 -Expression isoliert betrachtet in
den Pseudarthrosegruppen. (C) Die TGF-B1 -Expression in den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe.

Abbildung 25 zeigt die unterschiedliche Expression von TGF-B1 in allen
untersuchten Gruppen. In Diagramm 1 lie3 sich kein statistisch signifikanter

Unterschied zeigen.

In Diagramm 2 zeigte sich mit p = 0,0206 ein signifikanter Unterschied zwischen
der Arthrodesen-Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der schaftnahen
Pseudarthrosengruppe (GS/P).

In Diagramm 3 sind die Spongiosagruppen und die Kontrollgruppe zu sehen. In
der Kontrollgruppe war die Auspragung hoher als in den anderen beiden

Gruppen, insgesamt jedoch ohne signifikanten Unterschied.
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3.2.2.4 SOST
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Abbildung 26: (A) SOST -Expression in allen Gruppen. (B) Die SOST -Expression isoliert betrachtet in den
Pseudarthrosegruppen. (C) Die SOST -Expression in den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe.

Abbildung 26 zeigt die Expression von SOST in allen analysierten Gruppen. In
Diagramm 1 zeigte sich der gelenknahen Pseudarthrosengruppe (GG/P) und der
gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) ein signifikanter Unterschied mit p <
0,0001.

Im zweiten Diagramm war der Unterschied zwischen der Arthrodesen-
Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der gelenknahen Pseudarthrosengruppe
(GG/P) signifikant mit p = 0,0003.

In den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe in Diagramm 3 zeigte sich
zwischen der gelenknahen Spongiosagruppe (GG/S) und der Kontrollgruppe
(CO) ein statistisch signifikanter Unterschied mit p = 0,0024.

Insgesamt zeigt sich ein uneinheitliches Expressionsmuster von SOST in den

Gruppen.
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3.2.2.5 Osteocalcin
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Abbildung 27: (A) Osteocalcin -Expression in allen Gruppen. (B) Die Osteocalcin -Expression isoliert
betrachtet in den Pseudarthrosegruppen. (C) Die Osteocalcin -Expression in den Spongiosagruppen und
der Kontrollgruppe

Die Expression von Osteocalcin in den unterschiedlichen Gruppen ist in
Abbildung 27 dargestellt. In Diagramm A war der Unterschied zwischen
Arthrodesen-Spongiosagruppe (GA/S) und der Kontrollgruppe (CO) mit p =
0,0067 signifikant.

In Diagramm B zeigt sich zwischen der Arthrodesen-Pseudarthrosengruppe
(GA/P) und der gelenknahen Pseudarthrosengruppe (GG/P) ein signifikanter
Unterschied mit p = 0,0003.

Diagramm C zeigt einen mit p = 0,0020 signifikanten Unterschied zwischen der
Arthrodesen-Spongiosagruppe (GA/S) und der Kontrollgruppe (CO).

Zusammenfassend zeigt sich bei BMP2 ein sehr homogenes
Expressionssmuster, es gibt keine Ausreiser oder sehr unterschiedlich regulierte
Gruppen. Bei BMP7 ergeben sich viele statistisch signifikante Unterschiede in
der Expression. GA/P, GG/S und CO sind deutlich starker hochreguliert als die
anderen  Gruppen. TGF-f1 zeigt wieder ein sehr einheitliches
Expressionsmuster. Auch SOST zeigt eine sehr homogene Verteilung bis auf
zwei Ausreil3er in GG/S. Bei Osteocalcin ergibt sich eine vermehrte Auspragung
in CO, ansonsten zeigt sich Osteocalcin in den pseudarthrotischen

Knochenproben im Gegensatz zu den Spongiosaproben vermehrt exprimiert.
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3.2.3 Osteoklastare Wachstumsfaktoren

3.2.3.1 BAMBI
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Abbildung 28: (A) BAMBI -Expression in allen Gruppen. (B) Die BAMBI -Expression isoliert betrachtet in den
Pseudarthrosegruppen. (C) Die BAMBI -Expression in den Spongiosagruppen und der Kontrollgruppe.

In Abbildung 28 ist die Auspragung von BAMBI in allen untersuchten Gruppen
dargestellt. In Diagramm A war der Unterschied zwischen der Arthrodesen-
Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der gelenknahen Pseudarthrosengruppe
(GG/P) mit p = 0,0268 signifikant.

In Diagramm B ergab sich ein signifikanter Unterschied mit p = 0,0029 zwischen
der Arthrodesen-Pseudarthrosengruppe (GA/P) und der gelenknahen
Pseudarthrosengruppe (GG/P).

Signifikante Unterschiede zwischen gleichen Gruppen aber mit anderen
Signifikanzen resultieren daraus, dass in Diagramm A die Werte aller Gruppen
miteinander verglichen wurden, in Diagramm B nur noch die Werte der

Pseudarthrosengruppen.
In Diagramm C liel3 sich kein signifikanter Unterschied zeigen.

Bei BAMBI, dem einzigen osteoklastaren Wachstumsfaktor zeigt sich in der
Arthrodesen-Gruppe sowohl im pseudarthrotischen Knochen, wie auch dem
spongitsen Knochen eine vermehrte Expression im Vergleich zu den weiteren
Proben. GG/P ist die Probe, die am wenigsten ausgepragt ist, der Unterschied
zwischen GG/P und GA/P ist hierbei signifikant.
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4. Diskussion

4.1 Retrospektive Datenanalyse

Bis heute sind die Grinde fur die Entstehung von Pseudarthrosen nicht
abschlieBend geklart [19]. Es gibt mehrere Risikofaktoren, die eine Rolle spielen,
wie Alter, Geschlecht, Gewicht und Nebenerkrankungen [3]. Wahrend die
operative Pseudarthrosenversorgung immer weitere Fortschritte macht, tat sich
in der Klassifikation der Pseudarthrosen lange Zeit nichts. Die gultige
Pseudarthrosenklassifikation war Uber viele Jahre die Klassifikation nach Weber
und Cech aus dem Jahr 1976 [18]. Die Klassifikation nach Weber und Cech ist
insofern limitiert, da von einem zweidimensionalen Rdntgenbild auf die Biologie
am Knochen Ruckschlisse gezogen werden. Es werden dabei keine weiteren
Faktoren oder Parameter (wie Weichteilstatus oder Komorbiditaten etc.)
inkludiert. Fur die Pseudarthrosen der Tibia existiert alternativ seit 2010 der
RUST: dieser gibt dem behandelnden Arzt ein diagnostisches Mittel an die Hand,
kann jedoch keinerlei Aussage uber das funktionelle Outcome der Patienten
treffen [24, 97]. Im Verlauf der letzten Jahre erfolgte zunehmend die Erkenntnis,
dass sowohl die Biomechanik wie auch bestimmte Risikofaktoren eine Rolle in
der Entstehung von Pseudarthrosen spielen mussten. Nachdem, trotz aller
Erkenntnisse weiterhin die Klassifikation von Weber und Cech genutzt wurde,
ergab sich fur Calori et al. 2008 die Notwenigkeit den sogenannten NUSS-Score

aufzulegen [3].

Der NUSS-Score betrachtete erstmals den Patienten und das klinische
Patientenbild insgesamt, nicht nur das Roéntgenbild. Au3erdem ergibt sich aus
dem NUSS-Score eine Therapieempfehlung, die auf einem Gesamtwert beruht,

der verschiedenste Risikofaktoren bericksichtigt.

Van Basten Batenburg et al. [6] haben gezeigt, dass die Einteilung der Patienten
in Risikogruppen mittels des NUSS-Scores eine deutlich héhere Interrater-
Reliabilitat im Gegensatz zur Klassifikation nach Weber und Cech [18] ergibt.
Hier lasst sich interpretieren, dass der NUSS-Score deutlich unabhéangiger vom
Anwender ist und eine hohe Ubereinstimmung fiir unterschiedliche Anwender in

den Ergebnissen zeigt.
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4.1.1 Patientenzahlen in unserer Studie vs. in der Literatur
Nach Einfuhrung des NUSS-Scores im Jahr 2008, erfolgte 2011 durch
Abumunaser et al., 2014 und durch Calori et al. wie auch 2019 durch van Basten

Batenburg die Validierung desselben [4-6].

In der vorliegenden Studie wurden retrospektiv 1140 Patienten eingeschlossen.
Diese wurden mithilfe einer ICD — 10 Abfrage aus den Jahren 2009 bis 2016
gewonnen. 240 Patienten hatten eine Pseudarthrose der Tibia. Dies ist das
grofdte und einheitlichste Patientenkollektiv, das bisher mit einer Pseudarthrose
einer Lokalisation untersucht wurde. Statistisch ist dies wichtig, um Unterschiede
zwischen den Gruppen besser ausmachen zu kdonnen und Risikofaktoren zu
identifizieren. Aullerdem lasst sich so die Streubreite der einzelnen
patientenbezogenen Faktoren wie dem Alter oder dem Gewicht reduzieren und

die Ergebnisse sind besser auf grol3ere Patientenzahlen tGbertragbar.

Abumunaser et al. [4] fUhrten eine retrospektive Datenerhebung der Jahre 2002
bis 2009 an einem Zentrum durch und identifizierten 40 Patienten mit
Pseudarthrosen der unteren Extremitat. Acht davon waren an der Tibia lokalisiert.
Sie kamen zu dem Schluss, dass der NUSS-Score eine valide Leitlinie fur die
Behandlung von Pseudarthrosen der unteren Extremitéat sei, jedoch wurde dies
anhand von nur 40 Patienten erhoben, so dass die Aussagekraft des recht

kleinen Patientenkollektivs eingeschrankt ist.

Calori et al. [5], die den NUSS-Score 2014 ebenfalls validierten, untersuchten zu
diesem Zweck 300 Patienten mit Pseudarthrosen der langen Knochen an einem
Trauma-Zentrum. Diese wurden innerhalb eines Jahres retrospektiv
eingeschlossen. 156 davon waren an der Tibia lokalisiert. In der anschliel3end
durchgefiihrten statistischen Analyse zeigte sich, dass eine statistisch
signifikante Ausheilungsrate in allen Patienten bestand, so dass der NUSS-Score
ein verlassliches Instrument zur Klassifizierung und Therapieempfehlung bei
Pseudarthrosen bildet. Damit kamen Calori et al. [5] zum gleichen Ergebnis wie
Abumunaser et al. [4], jedoch wurde auch hier ein sehr heterogenes
Patientenkollektiv betrachtet und ausgewertet, es wurde nicht nach

Pseudarthrosenlokalisation getrennt. Es wére interessant gewesen, zu sehen ob
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sich Pseudarthrosen der unteren Extremitat im Gegensatz zu Pseudarthrosen
der oberen Extremitat im Hinblick auf Ausheilungsraten, Anzahl der Operationen

und operative Versorgungsart unterscheiden.

Die neueste Validierung des NUSS-Scores ist von 2019 und erfolgte durch van
Basten Batenburg et al. [6]. In die Studie wurden 44 Patienten retrospektiv aus
einem Zeitraum zwischen 2005 und 2015 mit einer Pseudarthrose der Tibia
eingeschlossen. Es wurde damit ebenfalls ein sehr kleines Patientenkollektiv
eingeschlossen, die Moéglichkeit die Ergebnisse auf eine groRe Patientenmenge

zu Ubertragen muss deshalb aber sehr kritisch betrachtet werden.

4.1.2 Kritische Beurteilung unserer Studie

In unserer Studie zeigten sich einige Daten als signifikant im Unterschied
zwischen ausgeheilten und nicht geheilten Frakturen. Dazu gehdrten das
Geschlecht, die Anzahl der Knochenoperation zwischen Primarversorgung und
Pseudarthrosen - Operation, die Anzahl der Weichteiloperationen vor der
Pseudarthrose - Operation, der Art der Frakturversorgung bei der
Pseudarthrosen - Operation, ein septischer Verlauf und der ASA-Score der
Patienten. Dies sind alles Faktoren, die bereits in vorausgegangenen Studien
[17, 25] als mdgliche Risikofaktoren identifiziert wurden. Bestétigt sich dies
ebenfalls fur andere Pseudarthroselokalisationen, kdnnen diese Patienten in
Zukunft besser Uberwacht werden und je nach Risikofaktor dahingehend
behandelt werden um der Entstehung einer Pseudarthrose mdglichst

vorzubeugen.

In der multivariablen Regressionsanalyse lieRen sich allerdings keine
zusammenh&ngenden Risikofaktoren darstellen. Da die Fallzahl insgesamt mit
240 Patienten zwar verhaltnismafig grol3 war, die einzelnen Subgruppen, zum
Beispiel bei Betrachtung der operativen Frakturversorgung jedoch klein waren,
lieBen sich keine signifikanten Aussagen Uber einen konkreten Risikofaktor
treffen. Die Aussage, dass die Art der operativen Frakturversorgung in der
Pseudarthrosenoperation einen Unterschied fir die Heilung bringt, liel3 sich

jedoch darstellen. Um dies weiter zu verifizieren und einzelne Risikofaktoren
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herauszuarbeiten, empfiehlt sich die weitere Aufarbeitung retrospektiver Félle,

um ein groReres Patientenkollektiv zu generieren.

Eine weitere Schwache dieser Arbeit ist, dass die Patientenauswertung rein
retrospektiv und nicht prospektiv erfolgte. Eine prospektive Patientengenerierung
hatte es uns erlaubt, alle vom NUSS-Score verlangten Parameter einzuschlie3en
und die Patienten direkt entsprechend ihrer Risikogruppe zu therapieren. So
hatte der NUSS-Score und die daraus resultierenden Therapieschemata
evaluiert werden kénnen. Der Vorteil am retrospektiven Vorgehen ist jedoch,
dass wir die Patienten, bei Nachbehandlung in der BG Klinik Tibingen, tber
einen sehr langen Zeitraum verfolgen konnten. Insgesamt hatten wir einen Follow
— up Zeitraum von sieben Jahren. 11 Patienten mussten wir aus der
Ausheilungsstatistik ausschlie3en, da diese die Nachbehandlung nicht bei uns
fortsetzen. Von 229 Ubrigbleibenden Patienten heilten 135 bis Ende 2016 aus.

Van Basten Batenburg et al. [6] kamen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass
eine Anpassung des NUSS - Scores notwendig ist. Wahrend unserer
Datenerhebung stie3en wir ebenfalls auf das Problem, dass nicht alle Parameter
des NUSS — Scores in der retrospektiven Datenerhebung vorhanden sind.
Parameter die, da nicht standardmaliig erhoben, ausgeschlossen wurden, waren
die Knochenqualitat, die Blutsenkungsgeschwindigkeit, der HbAlc und die

Effektivitat der primaren operativen Versorgung.

Zum Grof3teil waren diese im Nachhinein auch nicht rekonstruierbar. Dies brachte
uns auf den Gedanken, dass der NUSS — Score sehr komplex und in bisherigen
Form im Alltag kaum benutzbar ist, sodass wir eine Anpassung des NUSS —

Scores vornahmen.

4.1.3 Die Anpassung des NUSS-Scores

Initial sind im NUSS-Score maximal 100 Punkte erreichbar. Diese werden in vier
Risikogruppen eingeteilt. Da im klinischen Alltag mehrere Faktoren nicht
regelmaldig erhoben werden und bei retrospektiven Féallen und auswartiger

Initialversorgung nicht beurteilbar sind, wurde der Score von uns angepasst.
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Nicht regelmafig erhoben werden die Blutsenkung und der HbAlc. Nicht
beurteilen lasst sich retrospektiv die Knochenqualitdt und die Stabilitat der
initialen Frakturversorgung. Aus diesen Grinden waren die 100 Punkte nicht
erreichbar und es ergab sich eine Reduktion der maximalen Punktzahl auf 76.
Diese teilten wir in die gleichen 4 Risikogruppen mit den gleichen
Therapieempfehlungen ein wie im NUSS-Score. Auf dem modifizierten Tubinger
NUSS-Score (RG 1: 1 - 19 Punkte, RG 2: 20 - 38 Punkte, RG 3: 39 — 57, RG 4:
58 - 76) erfolgten all unsere Berechnungen zum Vergleich der NUSS Einteilung

und des Tubinger Procedere.

Abumunaser et al. [4] sahen bei Anwendung des NUSS - Scores ihre Einteilung
der Patienten bestatigt und berichteten Uber entsprechende Therapien. Insofern
erfolgte keine Anpassung des NUSS — Scores, da in der Studie berichtet wird,
dass alle Werte erhoben werden konnten. Dies ist unserer Ansicht nach bei einer
retrospektiven Studie nicht mdglich, da z.B die Knochenqualitat zum Zeitpunkt
der Primaroperation nicht mehr erhoben werden kann. Wird die Studie prospektiv
durchgefthrt, hat man die Moglichkeit alle Parameter von Anfang an zu erheben,

auch wenn sie nicht dem Standard entsprechen.

Calori et al. [5] berichtet Gber die gleiche Gruppeneinteilung wie im NUSS -
Score. Auch in dieser Studie konnten alle Parameter des NUSS - Scores
erhoben werden. Insofern wurden keine Modifikationen am NUSS - Score
durchgefthrt. Dies liegt allerdings daran, dass Calori et al. [3] 2008 den NUSS-
Score einfuhrte. Sie konnten also bereits zu Beginn der Studie alle Parameter
erheben. Da wir unsere Studie retrospektiv durchfihrten war uns dies nicht

maoglich.

Van Basten Batenburg et al. [6] berichteten Gber Parameter des NUSS — Scores,
die nicht erhoben werden konnten, fuhrten jedoch keine Anpassung der
Punktezahl durch. Stattdessen wurden die gleichen Risikogruppen wie bei Calori

et al. [5] und Abumunaser et al. [4] gewéhlt.

Insgesamt kann also davon ausgegangen werden, dass Calori et al. [5], die auch
den NUSS - Score entwickelt hatten, eine prospektive Datenerfassung
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durchfuhrten und damit alle zu erhebenden Werte sichergestellt werden konnten.
Dies ist mdglich, da sie dann die Primarbehandlung und das ausftihrliche Labor
selbst durchfiihrten. Abumunaser et al. [4] und van Basten Batenburg et al. [6]
fuhrten, genauso wie wir, eine retrospektive Studie durch, weshalb van Basten
Batenburg et al. [6] von nicht erhebbaren Parametern berichten. Zu diesem
Ergebnis gelangten wir ebenfalls. Wahrend van Basten Batenburg et al. [6] die
Anpassung des NUSS - Scores vorschlugen, dies jedoch nicht umsetzten,
entschlossen wir uns zu einer Reduzierung der Parameter und so zu einer
vereinfachten Anwendbarkeit des NUSS — Scores. Wir erhoben keinen HbAlc,
keine Blutsenkungsgeschwindigkeit, keine Knochenqualitat und keine Effektivitat

der primaren operativen Versorgung.

Die Tubinger Risikogruppen ergaben sich aus der tatsachlich durchgefuhrten
operativen Therapie. FiUr Risikogruppe 1 bedeutete dies eine verbesserte
mechanische Stabilitat. Fur Risikogruppe 2 ergab sich daraus, zusatzlich zur
verbesserten mechanischen Stabilisierung, die Einbringung eines biologischen
Wachstumsanreizes, z.B. Uber Stammzellen. Risikogruppe 3 bekam eine
komplexe Behandlung mit z.B. einer Spongiosaanlagerung und dem Einbringen
von Wachstumsfaktoren. Risikogruppe 4 erhielt eine Amputation, Arthrodese
oder Prothese. Da die Patientenfalle retrospektiv aufgearbeitet wurden, konnte
der NUSS - Score primar nicht erhoben werden. Die Therapieempfehlungen des
NUSS - Scores konnten demzufolge nicht umgesetzt werden. Deshalb wurden
die Operationen retrospektiv den Therapieschemata des NUSS-Scores zugeteilt
und die Risikogruppen entsprechen den Gruppen, die die Patienten mit dieser

operativen Therapieversorgung bekommen hatte.

4.1.4 Tubinger Procedere vs. modifizierter Tubinger NUSS — Score

Verglichen wurden in dieser Arbeit die Risikogruppen, die die Patienten nach dem
modifizierten Tubinger NUSS-Score anhand der Erhebung ihrer Risikofaktoren
erreicht haben und die Tubinger Risikogruppen, die die Patienten nach dem
Tubinger Procedere mit ihrer tatsachlich durchgefiihrten operativen Versorgung

in unserer Klinik bekommen haben.
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Die Ausheilung, bezogen auf die unterschiedlichen Risikogruppen im Tlbinger
NUSS - Score und im Tubinger Procedere, zeigte, dass das Tubinger Procedere
deutlich invasiver war als die Tubinger NUSS-Score Empfehlung. Invasiver heif3t
in diesem Fall, dass Operationen einer Risikogruppe durchgefuhrt wurden, fur
die der Patient einen zu niedrigen Punktewert hatte. Im Mittel erreichte das
Tlbinger - Procedere eine Risikogruppe von 2,58, der Tubinger NUSS-Score
einen Mittelwert von 2,14. Jedoch zeigte sich, dass in der Gruppe der Patienten,
bei denen das Tubinger Procedere invasiver war als der Tubinger NUSS-Score,
61,5 % ausheilten. In der Gruppe, in der der Tubinger NUSS-Score invasiver war
als das Tubinger Procedere heilten 60,4 % der Patienten aus. Die Gruppe der
Patienten, bei denen sich NUSS-Score und Tubinger Score entsprachen, zeigte

eine Ausheilungsrate von 56,9 %.

Insgesamt konnten wir also sehen, dass der NUSS-Score bei den meisten
Patienten eine deutliche weniger invasive Therapie empfohlen hatte, dass sich
jedoch kein Vorteil daraus in den Ausheilungsraten ergab. Es stellt sich aber die
Frage, ob bei einer weniger invasiven Therapie, wie sie der NUSS empfohlen

hatte, auch eine Ausheilung erreicht worden wére.

Ebenso wie van Basten Batenburg et al. [6] sehen wir, dass der NUSS-Score ein
valider und verlasslicher Score ist, der, an den Alltag angepasst, die
Pseudarthrosen-Klassifikation von Weber und Cech [18] ablésen kann. Eine
weitere Uberpriifung des NUSS — Scores ist unumgéanglich. Man benétigt ein
grol3eres Patientenkollektiv, um den von uns modifizierten NUSS — Score zu
validieren. Der modifizierte Tubinger NUSS — Score ist aufgrund der einfacheren
Parametererhebung eindeutig alltagstauglicher geworden und liefert auch in der
gekirzten Variante noch eine gute und wichtige Richtlinie fir

Therapiemoglichkeiten und Abschéatzungen bei Pseudarthrosepatienten.

Da im NUSS - Score ebenfalls die Abfrage nach einer Diabeteserkrankung
vorhanden ist, ist der HbAlc sicherlich nicht so notwendig in der Erhebung. Der
HbAlc gibt zwar Uber die Schwere der vorliegenden Diabeteserkrankung
Auskunft, allerdings ist bereits eine vorhandene Diabetes-Erkrankung ein

bedeutender Risikofaktor [17] und die Unterteilung der Schweregrade nicht
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ausschlaggebend unserer Meinung nach. Gleiches gilt bei der
Blutsenkungsgeschwindigkeit. = Heutzutage hat der CRP-Wert die
Blutsenkungsgeschwindigkeit in ihrer klinischen Bedeutung abgel6st, da beide
Marker fur ein Infektionsgeschehen sind, der CRP-Wert jedoch leichter zu
erheben und kontrollieren ist. Zudem bietet der CRP-Wert mit steigenden oder
sinkenden Werten die Moglichkeit einer Beobachtung des Infektionsverlaufs, dies
ist bei der Blutsenkungsgeschwindigkeit nicht moglich. Insgesamt betrachtet,
kann man auf Werte wie den HbAlc und die Blutsenkungsgeschwindigkeit
sicherlich verzichten, wenn dafir ein verlassliches und einfacher

anzuwendendes Instrument der Pseudarthrosenbehandlung herauskommit.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass wir in unserer Studie, ebenso wie
van Basten Batenburg et al. [6], zu dem Schluss kamen, dass der NUSS-Score
ein sehr guter und praktisch anwendbarer Score ist, der die Behandlung und
Therapie von Pseudarthrosepatienten unkomplizierter machen kann. Dazu
schlagen wir jedoch folgende Modifizierungen vor: Das Streichen der Parameter
Blutsenkung, HbAlc, Knochenqualitat und die Bewertung der ersten
durchgefuhrten Operation. Streicht man diese Werte und passt den NUSS-Score
entsprechend an, so dass weiterhin  vier Risikogruppen  mit
Behandlungsempfehlungen entstehen, ist der NUSS-Score in unseren Augen

sehr viel alltagstauglicher und einfacher zu handhaben.

87



4.2 Prospektive Datenanalyse

Da die bisherigen Daten dieser Arbeit rein retrospektiv erhoben wurden, waren
wir im Anschluss an einer prospektiven Datenerhebung interessiert. Anhand der
oben beschriebenen Diskussion Uber mogliche Risikofaktoren sowie aus der
Literatur wissen wir, dass die biologischen Prozesse eine entscheidende Rolle in
der Frakturheilung spielen [22]. Die aktuelle Literatur zeigt, dass es biologische
und genetische Pradispositionen geben koénnte, die eine Pseudarthrose
bedingen kdnnten [7]. Bisher ist, unseres Kenntnisstandes nach, nur wenig bei
Pseudarthrosen direkt am humanen Knochen untersucht. Die meisten Daten, die
bisher existieren sind systemisch im Serum erhoben [8, 98] oder am Tiermodell
[99, 100] untersucht. Unsere Studie analysiert nun, als eine der ersten nach
unserer Kenntnis, die Wachstumsfaktoren direkt aus dem pathologischen
Knochen der Pseudarthrose. Limit ist hierbei, dass es ein seltenes Krankheitsbild
ist und deshalb schwer, in kurzer Zeit viele Patienten einzuschliel3en. Aus diesen
Patienten dann homogene Gruppen zu bilden, die eine reprasentative
Gruppengrof3e bilden, ist umso schwieriger. Unsere Gruppen enthalten deshalb
maximal acht Patienten und sind nach bestimmten Matching-Kriterien
(Frakturlokalisation, Pseudarthrosenentstehung und Art, septischem Verlauf,
etc.) zusammengefasst. Als Kontrollgruppe wurden Osteotomien gewahlt, deren

Knochen ansonsten verworfen worden waére.

Ublicherweise wurde in der Literatur anderer Studien immer nur ein
Housekeeping Gene als Kontrolle verwendet [62, 101]. Wir sahen dann, dass die
bekannten Housekeeper (GAPDH und RPL13a) bei uns eine Mitregulierung
zeigten. Die aktuelle Literatur schlagt vor, den Bestkeeper zu finden [102] oder
eine Kombination aus verwendeten Genen. Wir haben daraufhin folgenden
Housekeeper in der gPCR ergéanzt: GAPDH [81], B2M [82], RPL13a [83], RP2,
EF1a, 18s [81] und HPRT1 [82].

Zusatzlich haben wir alle von uns untersuchten Wachstumsfaktoren in mogliche
Kombinationen mit einflielBen lassen. Experimentell ermittelten wir iber mehrere
Softwares wie Bestkeeper [102], NormFinder [84], geNorm [81] und ACT [82]

einen nicht mitregulierenden Housekeeper. Fir diese Arbeit zeigte eine
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Kombination aus Noggin und Smad4 die geringste Mitregulierung, sodass wir uns
dazu entschlossen, das geometrische Mittel aus der Kombination dieser

Housekeeper zu nutzen.

Wir bildeten aus den prospektiv betrachteten und eingeschlossenen Patienten
drei Gruppen, eine Gruppe mit Pseudarthrosen nach Arthrodesenoperation, eine
Gruppe mit Pseudarthrose nach gelenknaher Fraktur und eine Gruppe mit
Pseudarthrose nach schaftnaher Fraktur. Von diesen Patienten analysierten wir
jeweils pseudarthrotischen Knochen und Spongiosaknochen, meistens
entnommen aus dem Beckenkamm. Zusatzlich schlossen wir eine
Kontrollgruppe ein. In allen Patientengruppen untersuchten wir die Expression
bestimmter Wachstumsfaktoren. Diese teilten wir zuvor in angiogenetische
Wachstumsfaktoren, VEGF, VEGF-R1 und VEGF-R2, in osteoblastare
Wachstumsfaktoren, BMP2, BMP7, TGF-B1, SOST, Osteocalcin, und in den

osteoklastaren Wachstumsfaktor BAMBI ein.

Es ist bekannt, dass Angiogenese eine entscheidende Rolle in der
Frakturheilung, besonders in der friihen Phase spielt, da tber die initiale Hypoxie
nach Fraktur tber die Freisetzung von HIF 1 a VEGF freigesetzt wird [16]. In den
folgenden Schritten der Frakturheilung sind osteoblastare Marker entscheidend,
um die Heilung voranzutreiben und im Remodeling spielen Osteoklasten die
einschneidende Rolle. Die jeweiligen, oben genannten, Marker sind von uns und
anderen bereits bezuglich der Frakturheilung human und im Tiermodell
untersucht wurden [30, 41, 55, 61-63, 67, 69, 79, 101] und wurden deshalb von

uns zur detaillierten Untersuchung ausgewabhilt.

Wir betrachteten die Verteilung in allen Gruppen, so wie detailliert in den

Spongiosa- und Pseudarthrosengruppen.

4.2.1 Angiogenetische Wachstumsfaktoren

Zahlreiche Studien haben in der Vergangenheit eine wichtige Rolle von VEGF an
der Frakturheilung gezeigt [41, 103]. Ebenfalls wurde bei einer Inhibition von
VEGF eine vermehrte Ausbildung von Pseudarthrosen gesehen [104, 105].
Aufgrund dessen wirde man eine verminderte Expression in Pseudarthrosen

erwarten, wie in unserer Studie auch zu sehen ist. Im Gegensatz dazu haben

89



Sarahrudi et al. [106] und Weiss et al. [107] in Serumproben von Patienten mit

Pseudarthrosen hohere VEGF-Werte als in Kontrollproben feststellen konnen.

In unserer Studie zeigte sich in den angiogenetischen Wachstumsfaktoren, dass
VEGF sowohl im pseudarthrotischen Knochen wie auch im Spongiosaknochen
weniger exprimiert ist, die Kontrollgruppe zeigte eine deutlich hbhere Expression
von VEGF als in den restlichen Gruppen. Auch die Spongiosagruppen zeigen
eine geringere Expression von VEGF, so dass die Bildung einer Pseudarthrose
nicht nur lokal Unterschiede zeigte, sondern ebenfalls in den spongidsen
Knochen. Aus diesem Grund war es sehr wichtig, dass wir nicht nur die
Pseudarthrosengruppen mit den Spongiosagruppen verglichen, sondern eine
Kontrollgruppe hinzuzogen, um auch die, wie hier zu sehende, Expression in

pseudarthrotischem und spongidsem Knochen darzustellen.

Da bisher, unserer Kenntnis nach, keine Studien an humanen Knochenproben
durchgefuhrt wurden, kdnnen wir als erste von einer Minderexpression von VEGF

in pseudarthrotischen Knochenproben im Vergleich zur Kontrollgruppe berichten.

VEGF-R1 und VEGF-R2 zeigen ein ahnliches Expressionsmuster. Auch hier
lasst sich eine generelle Expression der Wachstumsfaktoren darstellen, sowohl
die Pseudarthrosengruppen wie auch die Spongiosagruppen sind im Vergleich
zur Kontrollgruppe minderexprimiert. Vergleicht man die drei untersuchten
Gruppen untereinander, also die Arthrodesengruppe, die gelenknahe
Pseudarthrosengruppe und die schaftnahe Pseudarthrosengruppe, zeigte die
Arthrodesengruppe die geringste Rezeptorexpression. Insgesamt jedoch ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe weniger ausgepragt. Dass die angiogenetischen
Wachstumsfaktoren nicht nur lokal weniger stark exprimiert sind als im gesunden
Knochen, sondern auch im spongiésen Knochen, ist eine wichtige Erkenntnis in

der Pseudarthrosenforschung.

4.2.2 Osteoblastare Wachstumsfaktoren

In den osteoblastaren Wachstumsfaktoren zeigte sich, dass BMP2 in den von
uns untersuchten Knochenproben nicht mehr oder weniger exprimiert ist als in
den Kontrollknochen. Zwischen den Pseudarthrosen und Spongiosagruppen,
sowie der Kontrollgruppe zeigten sich keine Unterscheide. Zudem zeigte sich in
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den einzelnen Gruppen eine grof3e Streubreite, sodass wir davon ausgehen,
dass eine groRRere Patientenfallzahl bendtigt werden wirde, um die Streubreite

moglichst gering zu halten.

In Studien an Rattenknorpel aus pseudarthrotischen und gesunden Proben
konnte gezeigt werden, dass die BMPs, unter anderem auch BMP-2 und BMP-7
in den Pseudarthrosen vermindert exprimiert sind. Im Vergleich dazu sind die
Wachstumsfaktoren in den gesunden Knochenproben vermehrt exprimiert [108].

Lienau et al. haben 2010 aus Knorpelproben von Schafen mRNA isoliert und
daran unterschiedliche Expressionsmuster von Wachstumsfaktoren in
pseudarthrotischen Knochen und gesunden Knochen gezeigt [109]. Bei BMP2
sahen sie ebenso wie wir keine einheitliche Expression und weite Streubreiten.

Das deckt sich mit unseren Ergebnissen.

BMP7 zeigt keine einheitliche Expression. In mRNA - Analysen an
Schafsknorpel zeigen sich éhnliche Ergebnisse [109]. Erst im zeitlichen Verlauf
l&sst sich jedoch dort ein Anstieg von BMP7 im gesunden Knochen sehen. Dieser
Aspekt ist in unserer Studie nicht Uberprifbar, da wir keinen zeitlichen Verlauf am
humanen Knochen durchfiihren kdnnen. Da sich jedoch die Ergebnisse in den
Anfangswerten entsprechen, ware es interessant zu sehen, ob der gesunde
humane Knochen im Verlauf ebenso vermehrt BMP7 exprimiert. Die
Arthrodesen-Pseudarthrosengruppe und die gelenknahe Spongiosagruppe
zeigten jedoch eine groRe Streubreite, sodass wir auch in diesem

Wachstumsfaktor eine gro3ere Patientengruppe fur notwendig erachten.

Bei TGF-B1 zeigten sich alle Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
minderexprimiert. Bereits in anderen Studien wurde gezeigt, dass TGF - 3 in
Pseudarthrosen im Vergleich zu heilenden Frakturen minderexprimiert ist [110,
111]. Sowohl Hankenson et al. im Jahr 2014 wie auch Zimmermann et al. im Jahr
2005 arbeiteten an humanen Blutproben von Pseudarthrosepatienten. In beiden
Studien zeigte sich ein signifikanter Unterschied in den TGF — B1 Spiegeln. In
unserer Studie im humanen Knochen liel3 sich ebenfalls ein Unterschied
feststellen. Der Ansatz von Zimmermann et al. [111] TGF — B1 als Pradikator fur

Patienten mit erhéhtem pseudarthrotischem Risiko zu verwenden, findet bisher
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so keine Anwendung im klinischen Alltag. Da sich jedoch sowohl im Blut, wie
auch im Knochen, ein Unterschied zwischen Pseudarthrosepatienten und
gesunden Patienten zeigte, lohnt sich die weitere Untersuchung dieses
Wachstumsfaktors.

4.2.3 Osteoklastare Wachstumsfaktoren

SOST, der fur das Protein Scerostin codiert, zeigte in der Gruppe der
gelenknahen Spongiosagruppe eine hohe Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe, jedoch auch eine sehr groR3e Streubreite der einzelnen Werte.
Aul3erdem zeigten sich in dieser Gruppe die Werte ungewohnlich hoch, so dass
die anderen Gruppen harmonischer imponieren. Eine Losung fur dieses Problem
ware ebenfalls ein gréf3eres Patientenkollektiv, da dann beurteilt werden kann,
wie grol3 die Streubreite tatsachlich ist und was wirkliche Ausreil3er in den Werten
darstellen. Insgesamt lie3en sich zwischen den von uns untersuchten Gruppen
und der Kontrollgruppe kaum Unterschiede sehen, so dass man nicht auf eine
Mehr- oder Mindermineralisierung der Knochen schlieRen kann. Zum gleichen
Ergebnis kommt die Studie von Clarke et al. [112]. Diese sahen einen geringen,
allerdings nicht signifikanten Unterschied von Sclerostin zwischen normal
heilenden Frakturen und Pseudarthrosen in Serumproben. Insgesamt waren die
Werte im Vergleich zu Kontrollpatienten ohne Frakturen erhdht, so dass man von

einem Anstieg von Sclerostin nach einer Fraktur ausgehen kann.

Insgesamt zeigt sich Osteocalcin im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
restlichen Gruppen minderexprimiert. Auch hier stellte sich die Minderexpression
nicht nur lokal in den Pseudarthroseknochen dar, sondern auch in den
spongiésen Knochenproben, da sich eine Expression im Spongiosaknochen
nachweisen lie3. Da Osteocalcin eine wichtige Rolle in der Regulation von
Knochenmasse und Knochenmineralisierung spielt, zeigten unsere Ergebnisse
eine Minderauspragung dieser Merkmale, in den von uns untersuchten
Pseudarthrosepatienten, in unterschiedlichen Knochenlokalisationen. In einer
Studie Uber Stressfrakturen von Miyamoto et al. [113] zeigte sich im Serum eine
verminderte Auspragung von Osteocalcin in Frakturpatienten gegentber

gesunden Kontrollprobanden. Inwiefern das eine Aussage uber Pseudarthrosen

92



zulasst, ist allerdings fraglich. Laird et al. [114], die an Schafsknorpel forschten,
berichteten in ihrer Studie Uber eine vermehrte Aktivitdt von Osteoklasten in
pseudarthrotischen Arealen. Da jedoch nur Uber Osteoklasten im Allgemeinen
gesprochen wird, konnen nur geringe Schlisse auf das Verhalten von
Osteocalcin gezogen werden. In unserer Studie zeigt sich Osteocalcin in
Pseudarthrosepatienten vermindert ausgepragt, sowohl im pseudarthrotischen

Knochen, wie auch im Spongiosaknochen der Patienten.

In den osteoklastaren Wachstumsfaktoren zeigte BAMBI eine gegentber der
Kontrollgruppe vermehrte Expression in den Arthrodesengruppen. Sowohl die
Arthrodesen-Pseudarthrosegruppe, wie auch die Arthrodesen- Spongiosagruppe
waren hoher ausgepragt als die restlichen untersuchten Gruppen und die
Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe zeigte jedoch zu den restlichen Gruppen eine
hohere Expression, so dass man insgesamt von einer kongruenten Expression
im pseudarthrotischen und spongiésen Knochen ausgehen kann, da sowohl die
Arthrodesengruppen, wie auch die restlichen Gruppen sich gleich verhalten.
Niikura et al. [108] sahen 2006 in ihrer Studie eine signifikante Minderexpression
von BAMBI in den pseudarthrotischen Knochen gegentuber normal heilendem
Knochen [108]. Bis auf die Gruppe der Arthrodesen, die jedoch sehr von
Ausreil3ern gepragt ist, entspricht unser Ergebnis dem von Niikura et al. [108]
Auch wir sahen eine Minderexpression von BAMBI im pseudarthrotischen
Knochen gegentber den gesunden Kontrollknochen. Wir stimmen also mit
Niikura et al. [108] darin Uberein, dass BAMBI eine wichtige Rolle in der

Knochenheilung spielt, moglicherweise im Remodelling nach Fraktur.
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5. Fazit

Mit einem Auftreten von bis zu 30% aller Frakturen und einem
volkswirtschaftlichen ~Schaden von dem doppelten der normalen
Behandlungskosten (25.556 $ vs. 11.686 $) [115] stellen Pseudarthrosen sowohl
medizinisch als auch wirtschaftlich ein grol3es Problem dar. Der genaueren

Erforschung dieses Problems hat sich die vorliegende Arbeit gewidmet.

Zum einen wurde hierfir der NUSS-Score validiert sowie zur einfacheren
Verwendung im klinischen Alltag in seinen Auswahlkriterien adaptiert. Der
hieraus erstandene retrospektive Anteil dieser Dissertation enthalt mit 246
Patienten das unserer Kenntnis nach bislang weltweit grof3te homogene
Patientenkollektiv, welches hierzu untersucht wurde. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass der NUSS-Score mit seinen Therapieempfehlungen eine wichtige
Licke in der Klinik schlieBen kann. Auffallig war hierbei jedoch, dass haufig ein
weniger invasives Vorgehen vorgeschlagen wird, als dies in der Klinik tatsachlich
umgesetzt wird. Insgesamt konnten wir keine signifikanten Unterschiede in der
Ausheilungstendenz nachweisen. Der von uns modifizierte NUSS-Score zeigte
eine durchgehende Anwendbarkeit im klinischen Alltag, so dass alle Patienten
eine Therapieempfehlung erhalten konnten. Da es sich hierbei um eine
retrospektive Datenanalyse halt, empfehlen wir eine Anwendung des von uns
modifizierten NUSS-Scores im Rahmen einer prospektiven klinischen Studie. In
Folge kann dann, bei erneuter Validation, die seit 1976 bestehende, bislang
gebrauchliche, Klassifikation von Weber und Cech [18] mittels des modifizierten

NUSS-Score ersetzt werden.

Im prospektiven Teil der Arbeit haben wir die Auspragung von biologischen
Wachstumsfaktoren im humanen Knochen untersucht. Da die Isolation von RNA
aus humanem Knochen bisher kaum durchgefiihrt wird, existiert unserem
Kenntnisstand nach keine Vergleichsliteratur zu pseudarthrotischem Knochen.
Da sich die Isolation von ausreichend RNA jedoch schwierig gestaltete, fiihrten
wir ein Pooling der RNA-Proben gematchter Patienten anhand definierter
Matching-Kriterien durch. So erhielten wir ausreichend RNA um die

Wachstumsfaktorenanalyse durchzufuhren.
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Schnell zeigte sich jedoch, dass die von uns primér verwendeten Housekeeper-
Gene in humanem Knochen mitregulieren. Wir orientierten uns hierbei an
bestehender Literatur [83], um neue, nicht-regulierende, Housekeeper-Gene fur
unsere Versuche zu verwenden. Nachdem wir zwei entsprechende
Wachstumsfaktoren gefunden hatten, bildeten wir aus diesen das geometrische

Mittel und verwendeten diesen Wert als Housekeeping Kontrolle [84].

Als zweites Problem ergab sich die systemische Expression einiger
Wachstumsfaktoren. Wir bekamen bereits nach den ersten Versuchen den
Verdacht, dass auch in unseren Spongiosagruppen, welche eigentlich als
Kontrollen gedacht waren, die Wachstumsfaktoren in ihrer Expression
mitregulierten. Zur Uberprifung beschlossen wir eine weitere Kontrollgruppe zu
verwenden, um systemische Expressionen aufzudecken [83]. Unsere
Kontrollgruppe  bildeten wir aus Knochen von Patienten ohne
Pseudarthrosenkomplikation. Hierbei sahen wir eine verminderte Expression von
angiogenetischen Wachstumsfaktoren in Pseudarthrosepatienten. TGF-p1, als
osteoblastarer Wachstumsfaktor, zeigte ebenfalls in den Pseudarthrosepatienten
eine verminderte Expression. In den osteoklastaren Wachstumsfaktoren sahen
wir in Osteocalcin und BAMBI eine ebenfalls verminderte Expression in den
Pseudarthrosepatienten im Vergleich zu den Kontrollknochen. In Summe zeigte
sich somit eine deutlich verminderte Expression von Wachstumsfaktoren im

Knochen der Pseudarthrosepatienten.

Bisher einzigartig an dieser Arbeit ist, dass wir erstmals auch einen Blick in die
Expression der Wachstumsfaktoren in humanen Knochen geworfen haben.
Bislang wurden Wachstumsfaktoren lediglich systemisch, zum Beispiel in

Serumproben, analysiert [116].

Um die Ergebnisse dieser Arbeit weiter zu vertiefen, empfehlen wir das Bilden
groRerer prospektiver Patientenkollektive, um Ausreil3er innerhalb der Werte
besser detektieren und entsprechend werten zu kénnen. Auf3erdem sollte die
Regulation der Wachstumsfaktoren im zeitlichen Verlauf untersucht werden, da
in dieser Arbeit die Regulation der Wachstumsfaktoren eine reine Wiedergabe

des Operationszeitpunktes ist.
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Auch muss berticksichtigt werden, dass in dieser Arbeit nur die Auspragung der
einzelnen biologischen Wachstumsfaktoren untersucht und dargestellt wurde,
also die rein transkriptive Ebene, nicht aber die Regulation der Signalwege oder
die Expression der Proteine.
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