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1. Zusammenfassung / Abstract

1.1. Zusammenfassung

Eine defizitdre Vaskularisation ist ein vorrangiger Grund flr eine verzdgerte Frakturheilung
bzw. die Entwicklung von Pseudarthrosen. Um dieses Problem zu I16sen, konnen
mikrovaskulére GefaRfragmente (MVF) aus Fettgewebe als Vaskularisationseinheiten dienen.
Jedoch bendtigt es zur prézisen Applikation von MVF in einen Knochendefekt eine geeignete
Tréagersubstanz. In dieser Studie wurde untersucht, ob dies durch ein thermoresponsives
Hydrogel (TRH) erreicht werden kann. MVF wurden aus CD-1 Madusen isoliert und in TRH
inkorporiert, wahrend nicht inkorporierte MVF als Kontrolle dienten. Die Viabilitat von MVF
wurde immunhistochemisch (ber einen Zeitraum von bis zu 7 Tagen untersucht. Zusétzlich
wurde in Femora von CD-1 Mausen eine Osteotomie induziert. Der Osteotomiespalt wurde mit
MVF-beladenem TRH (TRH+MVF), unbeladenem TRH (TRH) oder ohne Material (Kontrolle)
aufgefillt. Die Knochenheilung wurde 14 und 35 Tage postoperativ untersucht. In TRH
eingebettete MVF zeigten weniger apoptotische Zellen und eine stabile GefaBmorphologie im
Vergleich zu Kontrollen. Im Tiermodell zeigte die Mikrocomputertomographie weniger
Knochenvolumen in TRH+MVF Femora. Die Histomorphometrie ergab weniger Knochen- und
mehr Bindegewebe 35 Tage postoperativ in TRH+MVF Femora verglichen mit Kontrollen.
Dementsprechend war der ossére Uberbriickungsscore und die Biegesteifigkeit in Femora der
Gruppe TRH+MVF reduziert. Die Histologie und der Western Blot zeigten eine verbesserte
Vaskularisierung und erhohte CD31 Expression, wohingegen die Expression von vascular
endothelial growth factor (VEGF) in TRH+MVF Femora reduziert war. Zudem zeigte der
Kallus von TRH+MVF Femora eine hohere Expression von Rezeptor-aktiviertem NF-xB
Liganden (RANKL) und eine groRere Anzahl an Osteoklasten. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass TRH eine geeignete Tragersubstanz fir MVF darstellt. Die Applikation von
TRH+MVF verbessert die Vaskularisation in Knochendefekten. Jedoch stort dies die
Knochenheilung, am ehesten durch eine geringere VEGF Expression in der frihen Phase der

Knochenheilung.

1.2. Abstract

Insufficient vascularization is a major cause for the development of non-unions. To overcome

this problem, adipose tissue-derived microvascular fragments (MVF) may serve as
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vascularization units. However, their application into bone defects needs a carrier system.
Herein, we analyzed whether this is achieved by a thermoresponsive hydrogel (TRH). MVF
were isolated from CD-1 mice and cultivated after incorporation into TRH, while non-
incorporated MVF served as controls. Viability of MVF was assessed immunohistochemically
over a 7-day period. Moreover, osteotomies were induced in femurs of CD-1 mice. The
osteotomy gaps were filled with MVF-loaded TRH (TRH+MVF), unloaded TRH (TRH) or no
material (control). Bone healing was evaluated 14 and 35 days postoperatively. MVF
incorporated into TRH exhibited less apoptotic cells and showed a stable vessel morphology
compared to controls. In the animal model, micro-computed tomography revealed a reduced
bone volume in TRH+MVF femurs. Histomorphometry showed less bone and more fibrous
tissue after 35 days in TRH+MVF femurs compared to controls. Accordingly, TRH+MVF
femurs exhibited a lower osseous bridging score and a reduced bending stiffness. Histology and
Western blot analysis revealed an increased vascularization and CD31 expression, whereas
vascular endothelial growth factor (VEGF) expression was reduced in TRH+MVF femurs.
Furthermore, the callus of TRH+MVF femurs showed increased receptor activator of NF-kB
ligand expression and higher numbers of osteoclasts. These findings indicate that TRH is an
appropriate carrier system for MVF. Application of TRH+MVF increases the vascularization
of bone defects. However, this impairs bone healing, most likely due to lower VEGF expression

during the early course of bone healing.



2. Einleitung

2.1. Knochen

Knochen kénnen nach verschiedenen Kriterien klassifiziert werden. Anhand der auBeren Form
lassen sich vier morphologische Gruppen zusammenfassen (Aumller et al., 2007) (Schiebler
& Korf, 2007):

Lange Knochen (Ossa longa) Auch Réhrenknochen genannt. Hierzu gehdren
z. B. Femur, Tibia und Humerus.

Kurze Knochen (Ossa brevia) Wichtige Vertreter sind unter anderem die Hand-

und FuRwurzelknochen.

Platte Knochen (Ossa plana) Beispiele hierfir sind diverse Schadelknochen, z. B.

die Ossa parietalia, das Os ilium und die Scapula.

Irregulare Knochen (Ossa irregularia) Hierzu zahlen vor allem die Wirbel oder

Schédelbasisknochen, wie z. B. das Os sphenoidale.
In der vorliegenden Arbeit wurden Femora (Rohrenknochen) verwendet.

Rdhrenknochen lassen sich neben anderen, speziellen Strukturen in 3 Bereiche unterteilen
(Aumdiller et al., 2007) (Schiebler & Korf 2007):

- Epiphyse Die mit hyalinem Knorpel lberzogenen Epiphysen bilden die
distalen und proximalen Enden der R6hrenknochen und kénnen
dort mit anderen Knochen artikulieren.

- Diaphyse Die Diaphyse bildet den langlichen Schaft des Rohrenknochens.

- Metaphyse Die Metaphyse liegt zwischen Epiphyse und Diaphyse. Sie
enthalt im Wachstumsalter die Epiphysenfuge und ist als solche

fiir das Langenwachstum des Rohrenknochens verantwortlich.

In der vorliegenden Arbeit diente die Diaphyse des Femurs als Lokalisation fiir die Osteotomie.
2.1.1.  Histologie

Histologisch l&sst sich der Knochen in folgende Bestandteile unterteilen:

Die 4&ullere Substantia compacta, auch Corticalis genannt, besteht beim Menschen
hauptséchlich aus Osteonen und dem Havers-System. Hierunter versteht man eine ca. 250 um

x 1-5cm groRe, funktionelle Einheit aus 3 - 5 um dicken Knochenlamellen (Havers-Lamellen
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bzw. Speziallamellen), die konzentrisch um einen zentralen Kanal (Havers-Kanal) herum
angeordnet sind. Die an das Periost angrenzenden &ufReren Lamellen werden als &aufRere
Generallamellen und die an die Spongiosa angrenzenden inneren Lamellen als innere
Generallamellen bezeichnet. Die mit Endost ausgekleideten Havers-Kanale, beinhalten neben
vegetativen Nerven auch BlutgefélRe (Zentralarterie bzw. Havers-Arterie), die Uber seitliche
Verzweigungen (sogenannte Volkmann-Kanéle) miteinander kommunizieren (Lullmann-
Rauch et al., 2006) (Junqueira et al., 2004).

Die aus mineralisierten Kollagenfibrillen bestehenden Knochenlamellen weisen eine von
Lamelle zu Lamelle wechselnde Verlaufsrichtung auf. Dieses Muster ist Ausdruck des
Knochens zur Anpassung an Zug- und Druckbelastung (Bucher & Wartenberg, 1997).

Zwischen den Lamellen sind die Zellkorper der Osteozyten in den linsenférmigen Lacunae
ossae (Knochenhohlen) eingemauert. Von diesen Lakunen ziehen die Canaliculi ossei, in denen
sich die Auslaufer der Osteozyten befinden, in verschiedene Richtungen radikulér aus. Diese
Zellauslaufer treten in den Kanalchen mit interstitieller Flissigkeit per Diffusion in Kontakt,
sodass sich ein komplexes Versorgungssystem der Knochenzellen bildet. Die Osteozyten
stehen Uber sogenannte Gap Junctions mit ihren Nachbarzellen in Kontakt und erméglichen so
einen Informationsaustausch untereinander. Die Grenze zwischen den einzelnen Osteonen kann
haufig durch eine kraftig anfarbbare Linie (Zementlinie) erkannt werden. Der Hohlraum
zwischen den einzelnen Nachbarosteonen wird durch Schaltlamellen gefillt. Diese
Schaltlamellen sind Rudimente von &lteren, teilweise abgebauten Havers-Systemen und zeigen
somit den standigen Umbau von Knochen (Lillmann-Rauch et al., 2006) (Junqueira et al.,
2004).

An den duBersten Bereichen der Substantia compacta, angrenzend an das Periost bzw. den
Markraum, sind die Lamellen nicht in Osteonen organisiert. Hier umfassen die Lamellen
kontinuierlich die ganze Zirkumferenz des Knochens und bilden die 0.g. duf3ere bzw. innere

Generallamelle (Lullmann-Rauch et al., 2006) (Junqueira et al., 2004).

Die Compacta wird mit Ausnahme der knorpeligen Gelenkflachen von Periost (iberzogen.

Periostales Gewebe wird funktionell in 2 Schichten eingeteilt:

Das Stratum osteogenicum liegt direkt dem Knochen auf und wird auch Kambiumschicht
genannt. Diese Kambiumschicht besteht aus den gleichen Zellen wie das Endost und enthélt
dartiber hinaus noch kleine GeféaRe, welche die Erndhrung des Knochens von aufen

ermdoglichen. Weiterhin enthalt das Stratum osteogenicum auch sensible Nervenfasern, welche
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die typische Schmerzempfindung hervorrufen. Aufgrund der guten Vaskularisation und der
zelluldren Ausstattung ist die Kambiumschicht wichtiger Ort fir die Neubildung von
Knochensubstanz. Sie ist unter anderem fiir die Osteoblastendifferenzierung zustéandig und ist
vor allem im Wachstumsalter stark ausgepragt. Zudem findet hier das Dickenwachstum des
Knochens statt. Das Ende des Knochenwachstums geht auch mit der Abnahme der
Osteoblastendifferenzierung einher. Bei Bedarf kann diese jedoch wieder gesteigert werden und
wird dann - z. B. im Falle einer Fraktur - als periostale Frakturheilung bezeichnet. (Schiebler &
Schmidt, 2003) (Lillmann-Rauch et al., 2006).

Das Stratum fibrosum liegt dem Stratum osteogenicum aufBen auf. Diese &ufere Schicht des
Periosts ist mit der Kambiumschicht Gber kollagene Faserblindel, den sogenannten Sharpey-
Fasern, verbunden. Diese Kollagenfaserblindel sind vor allem in Ansatzbereichen der Sehnen
starker ausgepragt und reduzieren bzw. verteilen dort die auf den Knochen einwirkende
Zugkraft der jeweiligen Muskeln, indem sie die Krafte gleichermalien auf das gesamte Periost
des Knochens verteilen. (Schiebler & Schmidt, 2003).

Das innere Knochengewebe, die sogenannte Substantia spongiosa (Spongiosa), wird von der
Substantia compacta umschlossen und stellt im Gegensatz zur festen Corticalis ein komplexes,
eher schwammartiges Gebilde dar, welches aus Knochenbélkchen besteht und deren
Zwischenrdume von Knochenmark ausgefiillt werden. Die Extrazellularmatrix (EZM) der
Spongiosa ist, genauso wie die der Compacta, ebenfalls in Lamellen organisiert. Allerdings sind
die Spongiosa-Lamellen parallel angeordnet. Die Bélkchen sind frei von Gefél3en und die in
den Lamellen eingemauerten Osteozyten werden per Diffusion vom Knochenmark ernéhrt
(Ldllmann-Rauch et al., 2006) (Junqueira et al., 2004).

Das zwischen den Trabekeln der Spongiosa lokalisierte Knochenmark kann grob in rotes und
gelbes Mark unterteilt werden. Wahrend der Embryonalzeit wird primér das sogenannte rote,
blutbildende, Knochenmark angelegt. Hier findet bereits ab dem 5. - 6. Fetalmonat die
Blutbildung (Hdmatopoiese) statt. Obwohl die Hdmatopoiese zunéchst im Knochenmark aller
Knochen gleichermalen ablduft, wandelt sich das rote Knochenmark der langen
Réhrenknochen nach den ersten 12 Lebensmonaten in gelbes, fettreiches, Mark um. Mit
zunehmendem Alter beschrankt sich die Blutbildung auf die kurzen und platten Knochen. Bei
erhohtem Bedarf an hdmatopoietisch aktivem Gewebe wie z. B. im Rahmen einer chronischen

Hypoxie, ist diese Entwicklung jedoch reversibel (Boecker et al., 2004).

Das Grundgerist des Knochenmarks besteht histologisch aus retikularem Bindegewebe. Das

Stroma enthalt Retikulumzellen, Fettzellen sowie Osteoblasten und schafft ein ideales Milieu
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indem die Gertistzellen durch diverse Zytokine die Hamatopoiese beeinflussen (Boecker et al.,
2004).

Die Spongiosa-Trabekel werden in ihrem Verlauf komplett von Endost Giberzogen, welches sich
bis in die bereits beschriebenen Havers-Kandle fortsetzt. Das Endost besteht aus einer diinnen
Schicht nicht-mineralisierter Kollagenfibrillen und einer durchgéngigen Zelllage (sogenannte
Lining Cells). Diese Zelllage besteht vorrangig aus mesenchymalen Vorlauferzellen
(Stammzellen, Osteoprogenitorzellen), Osteoblasten und Osteoklasten. Bei Bedarf, wie z. B.
bei einer Fraktur, kdnnen diese Zellen mit diversen Umbauprozessen beginnen und sich an der
Frakturheilung beteiligen (Lillmann-Rauch et al., 2006). Diese Vorlauferzellen findet man
nicht nur auf endostaler Seite, sondern auch an den duferen Knochenoberfldchen und in den
Havers-Kanélen. Sie werden durch hormonelle Steuerung angeregt und in Osteoblasten
umgewandelt (Lullmann-Rauch et al., 2006). Osteoblasten sind dazu in der Lage unter
hormoneller Regulierung Knochengrundsubstanz (sogenanntes Osteoid) zu synthetisieren.
Mittels alkalischer Phosphatase aus Osteoblasten wird dieses Osteoid im Verlauf mineralisiert.
Je nach Lokalisation im Knochen dauert dieser Prozess der Mineralisation unterschiedlich lang.
In der Spongiosa ist die Mineralisation nach ca. 25 Tagen abgeschlossen, wohingegen die
Compacta erst nach etwa 35 Tagen mineralisiert ist (Junqueira et al., 2004). Hiernach werden
Osteoblasten entweder in die EZM eingemauert und verwandeln sich zu Osteozyten, gehen in

einen inaktiven Zustand tiber, oder werden apoptotisch abgebaut (Lillmann-Rauch et al., 2006).

Neben Osteoblasten finden sich im Knochen auch Osteoklasten. Diese polynukledren
Riesenzellen werden je nach Gewebe auch Chondro- bzw. Odontoklasten genannt. Anders als
die Ubrigen Zellen des Knochens werden Osteoklasten aus hdmatopoietischen Vorlauferzellen
gebildet. Im Gegensatz zu Osteoblasten sind Osteoklasten fir den Abbau des Osteoids
verantwortlich. Sie finden sich in Vertiefungen der Knochenoberflachen, den sogenannten
Howship Lakunen, oder auch an Stellen in der Corticalis, an denen spater ein Gefaltkanal fir
ein neues Osteon entstehen soll. Der Knochen unterliegt somit einem standigen Auf- und
Abbau, was ihn zu einem dynamischen und anpassungsféhigen Gewebe macht (Lillmann-
Rauch et al., 2006) (Junqueira et al., 2004).

Neben den unterschiedlichen Zellen des Knochens spielt auch dessen Grundsubstanz eine
bedeutende Rolle. Die EZM des Knochens besteht zu ungefdhr 65 % aus anorganischen
Substanzen (Calciumphosphaten und Calciumcarbonaten) und zu ca. 35 % aus organischen

Anteilen. Etwa 90 % der organischen Anteile werden durch Kollagene ausgemacht. Die



restlichen 10 % werden durch nicht-kollagene Proteine und Lipide gebildet (Junqueira et al.,
2004).

Abhangig von der rdumlichen Organisation der EZM ldsst sich das Knochengewebe in 2 Arten

unterscheiden:

Im sogenannten Geflechtknochen oder auch Faserknochen liegen die Kollagenfasern gebiindelt
vor und sind kreuz und quer miteinander verflochten. Bei jeder Knochenneubildung entsteht
zuerst Geflechtknochen. Diese Art von Knochengewebe bildet sich entlang der Gefélie und
weist eine sehr groRe Zelldichte auf. Analog zu den Kollagenfasern ist hier die Anordnung der
Osteozyten ebenfalls sehr diffus (Lillmann-Rauch et al., 2006) (Junquiera et al., 2004).

Im weiteren Verlauf der Frakturheilung wird Geflechtknochen zu dem oben beschriebenen
organisierteren Lamellenknochen umgebaut. Hier liegen die Kollagenfaserbundel regelméRig
und geordnet im jeweiligen Havers-System vor und die Anzahl an Zellen ist vergleichsweise
niedrig. Diese Art von Knochen beinhaltet einen hoheren Anteil an anorganischen
Bestandteilen (Lullmann-Rauch et al., 2006) (Junqueira et al., 2004).

2.1.2.  Physiologie

Die vorrangige Funktion des Knochens ist eine Stutz- und Strukturfunktion fir den Kdorper.
Dartiiber hinaus ist Knochen auch integraler Baustein unseres Bewegungsapparates und hat eine
Mobilitatsfunktion. Zudem ist Knochen auch fur die Calciumhom@ostase des Korpers
verantwortlich. Mit Blick auf die Wirbelséule und den Thorax tibernimmt Knochen aulRerdem
eine Schutzfunktion lebensnotwendiger Organe (Aumiller et al., 2007) (Schiebler & Korf,
2007).

Um diesen Aufgaben gerecht zu werden muss Knochen anpassungsfahig und ,,dynamisch* sein.
Hierzu sind stdndige Formations- bzw. Resorptionsvorgénge notwendig (Frost, 1987). Diese

Vorgange sind durch folgende Abl&ufe gekennzeichnet:

- Wachstum
- Modeling

- Remodeling

Das Langenwachstum erfolgt vorrangig im Bereich der Epiphysenfuge. Hingegen erfolgt das
Dickenwachstum vor allem durch das Stratum osteogenicum des Periosts (Lillmann-Rauch et
al., 2006) (Junqueira et al., 2004).



Modeling bezeichnet die Fahigkeit des Knochens, auf diverse mechanische Erfordernisse mit
gezielten Formveranderungen zu reagieren. Auch diese Fahigkeit ist in der Wachstumsphase
starker ausgepragt als im hoheren Lebensalter (Fleisch, 1997).

Als Remodeling werden lebenslang ablaufende, dynamische und belastungsunabhéngige
Umbauprozesse im Knochen bezeichnet. Diese Vorgéange fihren jedoch zu keiner Zunahme
des Knochenvolumens, sondern Ziel dieses Vorgangs ist vor allem die Reparatur von
Mikrofrakturen. In diesem Zusammenhang ist auch der Begriff Coupling von Bedeutung.
Coupling bezeichnet das Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und neuem
Knochenanbau. Das morphologische Korrelat hierzu wird durch die bone remodeling unit
(BRU) beschrieben (Fleisch, 1997).

2.2.  Arten der Frakturheilung

2.2.1.  Primare Frakturheilung

Die primére oder auch direkte Frakturheilung bezeichnet eine Knochenheilung ohne dufRRere
Kallusmanschette. Voraussetzung fir diese Form der Heilung ist, dass der Knochen
makroskopisch ohne erkennbaren Zwischenraum zusammengefiigt wird und Uber eine
ausreichend gute Vaskularisation und mechanische Stabilitat der Fraktur verfugt. Daher ist fur
diese Art der Frakturheilung eine Stabilisierung mittels Osteosynthese nach vorheriger

anatomischer Reposition der Fraktur unabdingbar (Rueter et al., 2003) (Berchtold et al., 2008).

Abhéangig von der absoluten Weite des Frakturspalts wird bei der priméren Frakturheilung

zwischen einer Kontakt- und einer Spaltheilung unterschieden.

Ist der Frakturspalt Kleiner als 0,2 mm kommt es zur Kontaktheilung. Bei dieser geringen
Distanz verzahnen sich die Frakturfragmente. Durch die osteoklastische Aktivitdt werden
Resorptionskandle in den jeweils gegenuberliegenden Corticalices geschaffen. Nachfolgende
Osteoblasten fullen diese Kandle sukzessive auf und bilden Lamellenknochen aus. Dadurch
kommt es zu einem longitudinalen Einwachsen der Osteone und einer direkten Vereinigung der
Knochenfragmente (Rueter et al., 2003) (Berchtold et al., 2008).

Betréagt die Frakturweite mehr als 0,2 mm findet eine Spaltheilung statt. Hierbei werden die
mikroskopischen Spalten mit Geflechtknochen aufgefullt. Dieser Vorgang dauert beim
Menschen ca. 3 - 4 Wochen. Im Anschluss wird im Rahmen des funktionellen Remodelings der
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neu gebildete Geflechtknochen zu Lamellenknochen umgebaut, wobei die Lamellen parallel
zur Schaftachse ausgerichtet sind (Rueter et al., 2003) (Berchtold et al., 2008).

Bis dato ist unklar, ob es an der Maus unter 0.g. Voraussetzungen zu einer primaren
Frakturheilung kommen kann. Bisher angewandte Modelle zeigten eine sekundéare
Frakturheilung (Garcia et al., 2008) (Garcia et al., 2008b) (Garcia et al., 2009) (Hiltunen et al.,
1993) (Histing et al., 2009b) (Holstein et al., 2007b) (Holstein et al., 2009b) (Manigrasso &
O’Connor, 2004).

2.2.2.  Sekundare Frakturheilung

Die sekundare Frakturheilung oder auch indirekte Frakturheilung stellt die h&ufigere Art der
Frakturheilung dar. Im Gegensatz zur primaren Frakturheilung kommt es zur Ausbildung eines
Zwischengewebes, dem sogenannten Kallus. Aufgabe des Kallusgewebes ist es, den Knochen
vorerst zu fixieren, um ihn in einem zweiten Schritt sukzessive mechanisch zu stabilisieren
(Scharf et al., 2009).

Sekundare Frakturheilung erfolgt immer dann, wenn die anatomische Reposition der
Knochenfragmente nicht mdglich ist. Beim Menschen wird diese Art der Frakturheilung vor
allem bei konservativ behandelten Frakturen beobachtet, aber auch bei Osteosynthesen die nicht
auf die anatomische Reposition ausgerichtet sind wie z. B. der intramedullaren Marknagelung
(Rueter et al., 2003) (Berchtold et al., 2008) (Scharf et al., 2009).

Bei der sekundaren Frakturheilung kann man 5 verschiedene, sich teilweise Uberlappende

Phasen unterscheiden:

In der Frakturphase kommt es durch Gewalteinwirkung auf den Knochen zu einer strukturellen
Unterbrechung der Corticalis, der Spongiosa, des Knochenmarks und des Periosts. Abhangig
vom Unfallmechanismus wirkt eine Kraft solange auf den Knochen bis dieser bricht und sich
die einwirkende Kraft auf das umliegende Gewebe verteilt. Bei der gleichzeitigen
Durchtrennung von periostalen bzw. medullédren BlutgefaRen kommt es zur Bildung eines
Frakturhd&matoms im Frakturspalt und dem unmittelbar umliegenden Weichteilgewebe. Schon
in den folgenden Minuten bis Stunden nach der Fraktur finden sich im Bruchspalt Zytokine und
diverse Wachstumsfaktoren (Scharf et al., 2009).

Mit der Entstehung des Frakturhdmatoms beginnt die Entziindungsphase. Sie reicht bis zur
Ausbildung des bindegewebigen Kallus beim Menschen und dauert ca. 48 bis 72 Stunden.
Beglnstigt durch das Frakturhdmatom kommt es zu einer (berschieRenden
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Kapillaraussprossung, woraufhin sich eine Kaskade der Proliferation, Migration und
Differenzierung von pluripotenten Stammzellen, neutrophilen Granulozyten, Makrophagen
und Mastzellen anschlief3t. Neben den genannten Zellen sind in der Entziindungsphase auch die
Spindelzellen fir die sekundare Frakturheilung von Bedeutung. Diese Zellart befindet sich in
der inneren Periostschicht und l&sst sich morphologisch nicht von Fibroblasten unterscheiden.
Spindelzellen konnen im weiteren Verlauf der Frakturheilung zu Osteoblasten
ausdifferenzieren, weshalb sie auch als Osteoprogenitorzellen angesehen werden koénnen
(Rueter et al., 2003).

Im Rahmen der Entziindungsphase spielt die Angiogenese eine entscheidende Rolle beziiglich
Zellmigration und Zellnutrition. In diesem Zusammenhang wird diskutiert, dass mesenchymale
Vorlauferzellen direkt dem einsprielenden GefaRendothel entstammen (Tremain et al., 2001).
Durch die gesteigerte Gewebsperfusion in der Entzindungsphase wird eine ,,Flussumkehr
ermoglicht. Statt der physiologischen Perfusion der inneren % der Corticalis durch medullare
GeféRe, wird die Corticalis in der Entziindungsphase hauptséchlich durch periostale GeféalRe
ernahrt. Vor allem in der zweiten Woche nach Frakturierung des Knochens kann sich die
Durchblutung bis auf das 6-fache der Norm steigern. Trotz dieser intensiven angiogenen
Aktivitat im Bereich der Fraktur bleibt jedoch die Sauerstoffspannung niedrig und der pH-Wert
im sauren Bereich, da selbst die vermehrte Sauerstoffzufuhr dem Zellreichtum und dem damit
verbundenen Bedarf kaum gerecht werden kann (Rueter al., 2003) (Boyle et al., 2003)
(Teitelbaum & Ross, 2003) (Thomann et al., 2009) (Scharf et al., 2009).

Der Entziindungsphase folgt die Granulationsphase. In dieser Phase entsteht ein Konstrukt, in
welchem sich Kollagenfibrillen und Fibrin in einem lichten Netz aus Lymphozyten,
Fibroblasten, neu gebildetem Kollagen und Kapillaren befinden. Zwischen den
Kollagenfibrillen lassen sich bereits jetzt Mineraldepots nachweisen. Parallel beginnt in dieser
Phase der Abbau der abgestorbenen Fragmente durch Osteoklasten. Mesenchymale
Vorlauferzellen entwickeln sich zu Chondroblasten, wahrend subperiostal die direkte
Knochenneubildung aus Osteoblasten einsetzt (desmale Ossifikation oder auch primare
Kallusreaktion). Am Ende dieser Phase sind die Knochenfragmente durch Bindegewebe und
Knorpel locker miteinander verbunden. Der sogenannte weiche Kallus ist entstanden. Wé&hrend
die Granulationsphase des Menschens ungeféhr 3 - 4 Wochen andauert, 1&sst sie sich bei der
Maus bereits nach knapp 2 Wochen beobachten (Rueter et al., 2003) (Scharf et al., 2009)
(Manigrasso & O’Connor, 2004).
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Nachfolgend schlieft sich die Phase der Kallushdrtung an, die durch eine kraftige
Mineralisation des Kallusgewebes gekennzeichnet ist. Das fiir die Mineralisation bendtigte
Calcium entstammt aus den Mitochondrien hypertrophierter Chondrozyten. Dariiber hinaus
kommt es zu einer frakturspaltfernen Proliferation der Osteoblasten und somit zu einer
Ablagerung von Geflechtknochen zwischen Diaphysenoberflache und Periost. Der im Rahmen
der enchondralen Ossifikation entstehende Geflechtknochen bildet sich entlang der neuen
Kapillarsprossen aus, anstatt den lamellaren Belastungslinien zu folgen. In dieser Phase wird
weicher Kallus in harten Kallus umgebaut. Sobald die Knochenfragmente fest miteinander
verbunden sind, ist diese Phase abgeschlossen (Scharf et al., 2009) (Rueter et al., 2003).

Die letzte Phase des Modelings und Remodelings beginnt beim Menschen in der Regel 6
Wochen nach dem Trauma, dauert mehrere Wochen bis Monate an und umfasst allgemein den
Knochenumbau. Sowohl fur den Abbau des nekrotischen Knochens, als auch fir den Umbau
von mineralisiertem Knorpel in Knochen ist die bereits oben beschriebene BRU verantwortlich.
Diese multizelluldre Grundeinheit besteht aus Zellen, Interzellularsubstanz und Kapillaren und
hat zeitabhangig verschiedene Aktivitaten und Fahigkeiten. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass Osteoklasten den kalzifizierten Knorpel resorbieren und Osteoblasten diesen Defekt mit
Geflechtknochen ersetzen. Je nach mechanischer Belastung wandelt die BRU den
Geflechtknochen abschlieBend in Lamellenknochen um. Als Remodeling bezeichnet man in
diesem Zusammenhang die Wiederherstellung der urspringlichen Knochenkontur und des
urspringlichen Markraums. Die sekundéare Frakturheilung ist nach dem Remodeling
abgeschlossen (Scharf et al., 2009) (Rueter al., 2003).

2.2.3.  Einflussfaktoren auf die Frakturheilung

Die Knochenheilung wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Neben der Signaltransduktion
spezieller Proteine sind noch diverse andere Faktoren wie z. B. die Nutrition oder biologische
und physikalische Einflusse relevant. Die Aufnahme und der Metabolismus von Vitaminen
beeinflusst als nutritive Komponente die Frakturheilung. Es konnte gezeigt werden, dass ein
verringerter Vitamin Bio-Spiegel mit einer reduzierten Knochendichte einhergeht (Tucker et
al., 2005). Daruber hinaus gibt es physikalische Einflussfaktoren wie z. B. die mechanische
Belastung, der Einfluss von Ultraschall oder elektromagnetischer Strahlung (Augat et al.,
2005).

Das biochemische Milieu wird durch komplexe Interaktionen von Wachstumsfaktoren und

Zytokinen beeinflusst. So haben vor allem angiogene Wachstumsfaktoren einen erheblichen
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Einfluss auf die Knochenheilung. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Unterdriickung
dieser angiogenen Substanzen die Frakturheilung erheblich beeintrachtigen, wohingegen deren
Substitution die Bildung von neuem Knochengewebe begunstigt (Augat et al., 2005) (Geiger et
al., 2005) (Hausman et al., 2001) (Holstein et al., 2008).

Insbesondere folgende angiogene Wachstumsfaktoren haben im Rahmen der Frakturheilung
eine vorrangige Bedeutung (Carano & Filvaroff., 2003) (Geiger et al., 2005):

- Vascular endothelial growth factor (VEGF)
- Fibroblast growth factor (FGF)
- Transforming growth factors (TGF)-o und -3

VEGF konnte im Rahmen der sekundédren Frakturheilung als ein Schlusselmolekul der
Angiogenese identifiziert werden (Brighton & Hunt, 1997) (Ferguson et al., 1999). Zudem
wirkt es fordernd auf die Formierung und Mineralisation des neuen Knochens (Geiger et al.,
2005). VEGF stellt somit ein elementares Bindeglied zwischen Angiogenese und Osteogenese
im Rahmen der Knochenheilung dar (Carano & Filvaroff, 2003), (Street et al., 2002), (Peng et
al., 2002).

VEGF wurde erstmals 1983 von Senger et al. unter dem Namen vascular permeability factor
publiziert (Senger et al., 1983). Spater wurde VEGF durch mehrere Arbeitsgruppen als einer
der wichtigsten Wachstums- und Uberlebensfaktoren des GefaRendothels identifiziert (Ferrara
& Henzel, 1989) (Gospodarowicz et al., 1989) (Tischer et al., 1989).

VEGF wird vor allem in der Entzindungsphase der sekund&ren Frakturheilung von
Thrombozyten innerhalb des Frakturhdmatoms sezerniert und fordert dadurch die
Neovaskularisation des Frakturareals. Diese Neovaskularisation ist fur die enchondrale
Ossifikation einerseits von nutritiver Bedeutung, andererseits kommt es dadurch auch zur
Einlagerung, Proliferation und Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Fibroblasten,
Chondroblasten und Osteoblasten. In dieser Phase produzieren auch die Entziindungszellen
sowohl FGF (Baird et al., 1985), platelet derived growth factor (PDGF) (Shimokado et al.,
1985), TGF-B (Saadeh et al., 1999) als auch Interleukin-1 und -6 (Einhorn et al., 1995).
Hierdurch wird die Produktion von VEGF wiederum stimuliert, sodass es zu einer Verstarkung
der Wirkung von VEGF kommt (Bolander, 1992) (Einhorn et al., 1995).

Chondroblasten und Osteoblasten sezernieren im reifen Zustand VEGF und stimulieren
dadurch ihrerseits die umliegenden Zellen (Carlevaro et al., 2000). Obwohl in ruhenden und

unreifen Knorpelzellen kaum VEGF produziert wird (Harper & Klagsbrun, 1999), nimmt die
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VEGF-Produktion mit dem Grad der Chondrozytenhypertrophie zu. Parallel spriefen vom
Knochen aus BlutgefaBe in den Knorpel ein. Ferner wird durch Chondroklasten die
Knorpelmatrix abgebaut, wodurch die Bildung von neuem Geflechtknochen begunstigt wird
(Carlevaro et al., 2000) (Gerber et al., 1999) (Harper & Klagsbrun, 1999).

Abgesehen von 0.g. Wachstumsfaktoren spielen auch andere osteogene Wachstumsfaktoren,

eine entscheidende Rolle in der Frakturheilung:

Rodan und Martin stellten 1981 die Hypothese auf, dass die Osteoklastogenese einem bisher
unbekannten hormonellen Einfluss von Faktoren aus Osteoblasten bzw. mesenchymalen
Stammzellen unterliegt (Rodan & Martin, 1981). 1997 beschrieben Simonet et al. ein Protein
aus der Familie der Tumornekrosefaktoren, welches im Falle einer Uberexpression in
transgenen Méusen zu einer Osteopetrose flhrte und als Osteoprotegerin (OPG) bezeichnet
wird. Der Schweregrad der Ostepetrose korrelierte hierbei mit der Expression dieses Proteins
und dessen RNA. Es konnte gezeigt werden, dass OPG in vitro die Differenzierung der
Osteoklasten herunterreguliert und somit die Osteoklastogenese stort, weshalb OPG auch als
osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF) bekannt ist. Darlber hinaus zeigten die Autoren,
dass die systemische Applikation von rekombinanten OPG in vivo, zu einer Zunahme des
Trabekelwerks fiihrt und somit die Knochendichte erhoht (Simonet et al., 1997).

Durch Expressionsklonierung konnten sowohl Lacey et al., als auch Yasuda et al. den bis dato
nicht bekannten Rezeptor fir OPG nachweisen. OPG bindet den Rezeptor-aktivierten NF-xB
Liganden (RANKL). RANKL kann sowohl membranstandig als auch geldst vorliegen und wird
von Osteoblasten bzw. mesenchymalen Stammzellen gebildet. RANKL findet sich vor allem
im Knochenmark, in Lymphknoten, Thymusgewebe oder Zellen der Synovia und bindet an
membranstdndigem Rezeptor-aktivierten NF-xB (RANK) auf Osteoklastenvorlduferzellen,
reifen Osteoklasten und dendritischen Zellen (Lacey et al., 1998) (Yasuda et al., 1998).

Im Rahmen der Osteoklastogenese dient die RANKL-/RANK-Achse als wichtige
Signalkaskade um die Differenzierung der Osteoklastenvorlduferzelle zum Osteoklasten zu
induzieren und somit den Knochenabbau einzuleiten. Die Bindung von RANKL durch OPG,
als physiologischer Antagonist von RANK, inhibiert dementsprechend die Osteoklastogenese.
(Boyce & Xing, 2007).
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2.3. Frakturmodelle

In der Vergangenheit konnten zahlreiche Erkenntnisse (ber die Physiologie der
Knochenheilung mit Hilfe klinischer Studien am Menschen sowie diversen in vitro Studien
gewonnen werden. Trotzdem sind fir die Untersuchung der Frakturheilung weiterhin
tierexperimentelle Studien erforderlich. Sie bieten den Vorteil, das kndcherne micro
environnement aufrecht zu erhalten und sind somit von essenzieller Bedeutung fir die

Forschung zur Knochenheilung.

In diesem Zusammenhang sind je nach Fragestellung der Studie, Frakturmodelle an Spezies
unterschiedlicher GréRRe und Anatomie entwickelt worden. Hierbei muss jedoch die teilweise
sehr unterschiedliche Biologie der Knochenheilung sowie die Anatomie der jeweiligen Spezies
bei der Interpretation der Ergebnisse und der Translation beachtet werden (Rhinelander, 1974)
(Nunamaker, 1998).

Zwar bestehen zum Teil groBe Ahnlichkeiten im Genom der diversen in Tierversuchen
verwendeten Spezies, jedoch werden deren Gene speziesabhangig unterschiedlich exprimiert.
Vor allem fur die Expression von Zytokinen sind solche Unterschiede von Bedeutung und
sollten stets Beachtung finden (Nunamaker, 1998).

Abgesehen von anatomischen Verhaltnissen, gilt es auch die unterschiedliche Vertraglichkeit
bzw. Response verschiedener Spezies auf die zu untersuchende Substanz zu beachten.
Verschiedene Tierarten weisen zum Teil ein vollig unterschiedliches Verhalten in Hinblick auf
das Metabolisierungspotenzial bestimmter Wirkstoffe auf. Es kommt zu einer unterschiedlich
stark ausgepragten Wirkung, was eine Anpassung der Dosis erfordert. Hier sei beispielsweise
die toxische Wirkung von nichtsteroidalen Antiphlogistika auf Katzen und Hunde erwahnt
(Herrgesell, 1967) (Jones et al., 1992) (Nunamaker, 1998).

Ein weiterer Faktor der die Knochenheilung beeinflusst, ist das Alter des Versuchstiers. Ein
jungerer und noch nicht ausgewachsener Knochen zeigt einen schnelleren Heilungsablauf als
ein alterer, bereits ausgewachsener Knochen (Lu et al., 2005) (Rossant & Nagy 1995). Ein
abgeschlossenes Wachstum kann durch den Verschluss der Epiphysenfuge im Rdntgenbild

festgestellt werden (Nunamaker et al., 1998).
2.3.1. Maus

Zur Untersuchung von physiologischen und pathologischen Prozessen wahrend der

Frakturheilung wurden diverse Tiermodelle an der Maus entwickelt. Wéhrend initial vorrangig
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GroRtiermodelle zur Untersuchung der Frakturheilung eingesetzt wurden, wurden in den letzten
Jahren zunehmend mehr Kleintiermodelle entwickelt. Griinde hierfiir sind unter anderem die
geringen Anschaffungs-, Zucht-, und Haltungskosten. Hierdurch sind Studien mit grof3en
Versuchsgruppen an der Spezies Maus sehr gut realisierbar. Des Weiteren ist das Genom der
Maus vollstandig entschlusselt und keine andere Spezies weist ein derart grof3es Spektrum an
unterschiedlichen transgenen Stammen auf. Dies bietet insbesondere bei Studien mit
molekularbiologischen und proteinbiochemischen Untersuchungen einen Vorteil gegenuber

anderen Tierarten (Rossant & Nage, 1995).

Andererseits stellen die anatomischen GroRenverhéltnisse der Maus, fur die praktische
Durchfuhrung, eine grolRe Herausforderung dar. Mit einer L&nge von etwa 15 mm und einem
Durchmesser von knapp 2 mm erfordern sowohl die Frakturierung, als auch die
osteosynthetische Versorgung ein hohes MaRR an manuellen Fahigkeiten und operativem
Geschick (Holstein et al., 2009).

Zudem zeigen kleine Nagetiere wie z. B. die Maus im Vergleich zum Menschen eine recht
primitive Knochenstruktur. Da M&usen das Havers-System fehlt, wird hier das Modeling und
Remodeling im Rahmen der Knochenheilung uber Resorptionshéhlen vermittelt, welche sich
unmittelbar in der N&he der Fraktur bilden und sukzessiv mit Osteoblasten ausgefillt werden.
Uber die Relevanz dieser anatomischen Unterschiede im Hinblick auf die Frakturheilung liegen
nur wenige Erkenntnisse vor (Nunamaker, 1998). Initial entwickelte Frakturmodelle an der
Maus konzentrierten sich auf die Frakturheilung der Rippe, der Tibia sowie des Femurs
(Hiltunen et al., 1993) (Bourque et al., 1992) (Nakase et al., 1994) (Manigrasso & O’Connor,
2004) (Holstein et al., 2007b) (Garcia et al., 2008).

Aufgrund der ungiinstigen Anatomie sind Frakturmodelle an Rippen fur biomechanische
Testmethoden wenig geeignet und werden daher fast ausschlieflich im Rahmen von
Genexpressionsanalysen angewandt (Nakase et al., 1994) (Ito et al., 1999) (Yamagiwa et al.,
1999). Im Gegensatz dazu werden flr biomechanische Testungen vor allem die Tibia und das
Femur benutzt. Fir Studien an der Tibia ist einschrénkend festzuhalten, dass diese im Vergleich
zum Femur eine geringere Weichteildeckung und einen ungleichméBigen Querschnitt hat
(Cheung et al., 2003).

Bei Tibia- und Femurfrakturmodellen wird grundsétzlich zwischen einer offenen und einer
geschlossenen Methode der Frakturierung unterschieden. Bei der geschlossenen Form wird
durch eine stumpfe Guillotine ein standardisierter transverser Frakturverlauf unter minimalem

Weichteilschaden induziert. Das urspringlich von Bonnarens und Einhorn beschriebene
15



Modell wurde erstmals an der Ratte angewandt und erst 1993 von Hiltunen und Kollegen an
der Tibia der Maus beschrieben (Bonnarens & Einhorn, 1984) (Hiltunen et al., 1993). Im
Verlauf wurde das Modell von Manigrasso und O’Connor auf das Femur der Maus Ubertragen
(Manigrasso & O’Connor, 2004). Im Gegensatz zur geschlossenen Frakturierung wird bei der
offenen Methode die Frakturierung meist tber einen longitudinalen, lateralen Zugang zum

Knochen vorgenommen (Cheung et al., 2003) (Garcia et al., 2008).

Nach Induktion der Fraktur wird das Femur bzw. die Tibia nach einer definierten Standzeit
explantiert, um die Knochenheilung mit Hilfe verschiedener analytischen Methoden
untersuchen zu konnen. Hierzu werden unter anderem biomechanische, radiologische,

histologische und proteinbiochemische Verfahren eingesetzt (Holstein et al., 2009).

Hé&ufig wird die intramedulldre Pin-Stabilisierung zur osteosynthetischen Versorgung an der
Maus eingesetzt. Bei diesem Modell ist jedoch die unzureichende Rotationsstabilitat im
Frakturbereich einschrankend zu berticksichtigen. Darlber hinaus ist aufgrund der schwierigen
Reposition, die Frakturierung in der Regel erst nach vorheriger Implantateinbringung méglich
(Holstein et al., 2009) (Manigrasso & O’Connor, 2004).

Cheung und Kollegen beschrieben erstmals 2003 eine Frakturversorgung an der Maus mittels
Fixateur externe. Dieser ermdglicht eine suffiziente rotatorische Stabilitdt im Frakturspalt.
Jedoch stellen das hohe Gewicht des externen Fixateurs, die damit verbundenen Verénderungen
im physiologischen Bewegungsablauf sowie die aufwendige und schwierige Operationstechnik
Nachteile dieser Methode dar. Des Weiteren missen die Pins durch einen offenen Zugang
eingebracht werden, was im Vergleich zur intramedullaren Pin-Stabilisierung eine hdhere
Invasivitat darstellt (Cheung et al., 2003).

Unsere Arbeitsgruppe entwickelte nachfolgend ein Modell mit Verriegelungsmarknagel, bei
dem durch die Verwendung einer proximal und distal abgeflachten Spritzkantle erstmals eine
geschlossene, rotationsstabile Osteosynthese ermdoglicht wurde und das mechanical
environment innerhalb des Frakturspalts standardisiert wurde. Eine geschlossene Frakturierung

ohne einliegendes Implantat im Mausmodell ist also méglich (Holstein et al., 2007b).

Zusétzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe ein Osteosynthesemodell an der Maus entwickelt,
das eine Axial- und Rotationsstabilitat durch interfragmentdare Kompression ermaglicht. Dies
wird durch das Einbringen einer sogenannten MouseScrew® ermdglicht. Hier erfolgt die
Frakturierung ebenfalls ohne liegendes Implantat (Holstein et al., 2009b).
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Histing und Kollegen fuhrten 2009 ein weiteres Modell zur Knochenheilung an der Maus ein.
Um eine intramembrandse Frakturheilung zu ermdglichen, wird dem Knochen von auf3en eine
Platte angelegt und an beiden Fragmenten mittels Schrauben befestigt (LockingMousePlate®).
Der Knochen kann dann im stabilisierten Bereich frakturiert werden. Bei dieser Methode wird

die Implantation eines intramedullaren Fremdkorpers vermieden.

2008 wurde von Garcia und Kollegen ein weiteres Modell entwickelt. Ahnlich dem
Verriegelungsmarknagel-Modell wird zuerst eine Spritzkanile von distal nach proximal in das
Femur eingeflhrt. Danach wird in einem zweiten Schritt der Operation, das Femur von lateral
freigelegt und ein Clip ventrodorsal im Femur verankert. Zwischen den Schenkeln des Clips
kann dann ein unterschiedlich grof3er Spalt mit unterschiedlichen Heilungsverldufen induziert
werden (Garcia et al., 2008) (Garcia et al., 2008b). Dieses Verfahren wurde in der vorliegenden

Arbeit eingesetzt und wird genauer unter 3.1.7. erlautert.
2.3.2. Ratte

Im Gegensatz zur Maus sind Modelle an Ratten schon seit langerer Zeit als Tiermodelle fur die
Erforschung der Knochenheilung etabliert. Diverse Studien haben bisher Schédel, Femur,
Tibia, Metatarsalia, Radius und Ulna als Frakturlokalisation benutzt. (Hietaniemi et al., 1995)
(Utvag et al., 1994).

Im Vergleich zur Maus bietet die Ratte ein groReres KorpermaR, was sowohl das operative

Handling als auch biomechanische Testungen vereinfacht.

Frakturmodelle an Rattenfemora und -tibiae sind durchaus mit denen der Maus vergleichbar,
weshalb sich auch in der Vergangenheit bei Ratten stabile Fixationstechniken wie der
Verriegelungsmarknagel oder der Fixateur externe gegeniber der instabilen Pin-
Osteosynthesen etabliert haben (Willie et al., 2011) (Wingerter et al., 2007) (Bonnarens &
Einhorn, 1984). Basierend auf den Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe mit Frakturmodellen an
der Maus sowie aus 6konomischen Griinden, wahlten wir fir die vorliegende Arbeit jedoch ein

Modell an der Maus.
2.3.3. Kaninchen

Modelle am Kaninchen werden ebenfalls fir Studien zur Frakturheilung eingesetzt (Ashhurst
et al., 1982) (Strong et al., 1992) (Stafford et al., 1994). Im Gegensatz zur Maus, die sich vor
allem fir molekularbiologische Untersuchungen eignet, dient das Kaninchen aufgrund seiner

GroRe vorrangig zur Untersuchung biophysikalischer Parameter. Die genannten
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Osteosynthesetechniken (Fixateur externe, Platte und Verriegelungsmarknagel) kommen auch
beim Kaninchen zum Einsatz (Danckwardt-Liliestrém et al., 1970) (Brighton et al., 1985)
(Kaplan et al., 1985) (Terjesen & Johnson, 1986) (Deibert et al., 1994).

Im Vergleich zu groReren S&ugetieren wie z. B. Hund, Schaf, Ziege oder Pferd erlaubt das
Kaninchen als Versuchstier die Anwendung hoherer Dosen kostenintensiverer Substanzen. Des
Weiteren halten sich auch die Kosten fiir Anschaffung, Zucht und Haltung im Gegensatz zu
GroRsdugern in einem Uberschaubaren Rahmen, sind jedoch im Vergleich zu Kleintieren wie
der Maus noch deutlich héher (Critchlow et al., 1995).

2.3.4. Katze

Die langen Réhrenknochen der Katze, insbesondere das Femur, haben die Eigenschaft lang und
gerade konfiguriert zu sein. Diese Konfiguration beglnstigt das Einbringen von diversen
Implantaten und hat dazu gefiihrt, dass unterschiedliche Methoden der Frakturversorgung
sowohl operativ als auch konservativ beschrieben wurden (Toombs et al., 1985).

Die Knochenbruchheilung der Katze wurde bisher in Forschungsarbeiten zur
Frakturversorgung und im Rahmen groRerer veterindrmedizinischer Studien untersucht (Henry
et al., 1985) (Toombs et al., 1985) (Puech et al., 1990).

2.3.5.  Hund

Aufgrund des grolRen veterinarmedizinischen Interesses wurde die Frakturheilung und deren
biologische Abldufe am Hund im Detail untersucht (Johnson & Stein, 1988). Im Rahmen
tierexperimenteller Studien sind bisher diverse Frakturmodelle mit unterschiedlichen
Versorgungstechniken entwickelt worden. Man unterscheidet zwischen Modellen ohne
Stabilisierung, sowie Modellen mit internen bzw. externen Stabilisierungen (Davy & Connolly,
1982) (Daum et al., 1983) (Lewallen et al., 1984) (Lenehan et al., 1985) (Black et al., 1985)
(Chao et al., 1989) (Georgiadis et al., 1990) (Roush & Wilson, 1990) (Egger et al., 1993) (Peter
etal., 1996).

2.3.6. Schaf

Das Schaf ist ein beliebtes Versuchstier und Modelle am Schaf werden vor allem fur die
Testung und Entwicklung neuer Human-Implantate eingesetzt. (Cheal et al., 1991) (Kirker
Head et al., 1995) (Richardson & Nunamaker, 1991) (Steen et al., 1988) (Steen & Field, 1989).
Die Association for the Study of Internal Fixation (ASIF) nutzte das Schaf flr die Untersuchung
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der Knochenbruchheilung unter Verwendung von Platten- bzw. Schraubenosteosynthesen.
Dementsprechend ist die primare Frakturheilung beim Schaf, deren Remodeling tber das
Havers-System abléauft, gut beschrieben (Perren et al., 1969) (Schenk & Willenegger, 1977)
(Nunamaker & Perren, 1979) (Nunamaker, 1998).

Dariiber hinaus stellt das Schaf ein geeignetes Versuchstier zur Untersuchung der sekundaren
Knochenheilung nach intramedullérer Stabilisierung dar. Aufgrund der friilhen Belastung der
behandelten Extremitat wird ein erwiinschter Kompressionseffekt auf die Fraktur erzeugt
(Schemitsch et al., 1994) (Schemitsch et al., 1995) (Steen & Fjeld, 1989).

Aus 6konomischer Sicht sind die Kosten fiir Zucht und Haltung von Schafen als relativ hoch
einzustufen. Daher sind Studien mit groRen Gruppengroflen an dieser Spezies nur schwer
durchfiihrbar (Nunamaker, 1998).

2.3.7.  Ziege

Die Ziege hat sich als Versuchstier zur Untersuchung der Knochenheilung bis dato nicht
durchgesetzt (Curtis et al., 1995). Aufgrund des haufigen Auftretens von Pathologien des
muskuloskeletalen Systems ist die Aussagekraft konventioneller Frakturheilungsstudien
limitiert. Als Beispiel wird hierzu die infektiose Ziegenarthritis erwéhnt (Adams et al., 1983).

2.3.8. Pferd

Bedingt durch das hohe Koérpergewicht und den damit verbundenen hohen Haltungs- und
Zuchtkosten ist das Pferd als Versuchstier fir Frakturheilungsstudien nicht geeignet. Aufgrund
einer mangelnden Compliance ist es trotz hohem veterindrmedizinischem Aufwand oft nicht
maoglich, eine ausreichende Frakturheilung zu erzielen. Der Versuch einer osteosynthetischen
Frakturversorgung am Pferd stellt technisch und veterindrmedizinisch eine enorme
Herausforderung dar, sodass der Einsatz dieser Spezies als Versuchstier fir tierexperimentelle

Studien nicht gerechtfertigt ist (Nunamaker et al., 1991).
2.3.9. Primat

Phylogenetisch haben Primaten eine mit dem Menschen gréfitenteils vergleichbare
Knochenstruktur. Hohe Kosten fur Zucht und Haltung dieser Spezies, die Verfugbarkeit anderer
Versuchstierarten und auch ethische Grinde sprechen jedoch gegen Studien an Primaten
(Nunamaker, 1998).
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2.4, Mikrovaskulare Gefal3fragmente

Um die Knochenheilung zu verbessern und die Pseudarthrosenrate zu senken, wurden
verschiedene Verfahren entwickelt. Der Goldstandard zur Behandlung von Pseudarthrosen ist
nach wie vor die autologe Transplantation von Knochengewebe in den Pseudarthrosenspalt
(Tang et al., 2012). Aufgrund mdoglicher Komplikationen dieses Verfahrens wie z. B.
Schmerzen an der Entnahmestelle, Verletzungen umliegender Strukturen, Hamatombildung
und die Gefahr eine Frakturbildung am Ort der Knochenentnahme, sind Alternativen notwendig
(Myeroff & Archdeacon, 2011).

Da die Zellteilung und die Regeneration des Gewebes sehr von dessen Durchblutung abhangt,
wurden mikrovaskuldre Gefalifragmente (MVF) entwickelt, um die Vaskularisation an der
Empfangerstelle zu verbessern (Laschke et al., 2015). MVF kénnen beispielsweise aus
Fettgewebe entnommen werden, sind reich an mesenchymalen Stammzellen und setzen pro-
angiogene Wachstumsfaktoren frei (Laschke et al., 2012) (Laschke et al., 2015). Daruber hinaus
besitzen sie die Eigenschaft sich schnell untereinander, aber auch mit den umliegenden Gefél3en
zu verbinden um ein gut perfundiertes, mikrovaskuldres Netzwerk auszubilden (Laschke et al.
2015) (Shepherd et al., 2004).

Um MVF an der Empfangerstelle zu applizieren, im Falle der vorliegenden Arbeit in den
Osteotomiespalt, bedarf es einer biokompatiblen Trégersubstanz. In der vorliegenden Arbeit

untersuchten wir hierzu unten genanntes Hydrogel.

2.5. Thermoresponsives Hydrogel

2.5.1.  Historie und Anwendungsgebiete

Der Entwicklung des thermoresponsiven Hyaluronsaure-poly(N-Isoproylacrylamid) Hydrogels
(TRH) geht die Entdeckung des Acrylamids bzw. dessen Polymers, das Polyacrylamid, voraus.
1959 wurde von Raymond & Weintraub ein Gel auf Polyacrylamid-Basis entwickelt (Raymond
& Weintraub, 1959) und spater zur Elektrophorese eingesetzt (Davis et al., 1964) (Ornstein et
al., 1964).

Aus Acrylamid wurde im Verlauf die Substanz Isopropylacrylamid entwickelt und als Polymer
poly(N-Isopropylacrylamid) (PNIPAM) 1986 von Pelton und Chibante hergestellt (Pelton &
Chibante, 1986). Seither ist PNIPAM eines der am hdufigsten verwendeten thermosensiblen

20



Polymere auf Wasserbasis und ist im WVerlauf durch chemische Modifizierungen
weiterentwickelt worden (Pelton et al., 1986) (Takata et al., 2002).

Bisher wurde PNIPAM im Rahmen von Studien in verschiedenen Bereichen eingesetzt:

Zou et al. untersuchten 2011 die Effektivitit von PNIPAM zur intravitrealen
Medikamentenapplikation am Auge. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei den mit PNIPAM
behandelten Ratten eine Senkung des Augeninnendruckes ohne histologische Veranderung an

Cornea, Iris oder Retina moglich war (Zou et al., 2011).

Dariiber hinaus wurden diverse Studien zu PNIPAM als Tréagersubstanz fir Medikamente
durchgefuhrt. Das von Serres et al. und Ramkisson-Ganorkar et al. hergestellte Konjugat aus
PNIPAM, Buthylmethacrylat (BMA) und Acrylséure (AAc) (PNIPAM-co-BMA-co-AAC)
wurde als Tragermedium fir Calcitonin verwendet und deren Verhalten bzw. Abgabefahigkeit
im Gastrointestinaltrakt untersucht (Serres et al., 1996) (Ramkisson-Ganorkar et al., 1999). Kim
et al. untersuchte dartiber hinaus die Wirkung von PNIPAM als Tragermedium fur Insulin (Kim
etal., 1994).

2001 wurde erstmals Hyaluronsaure (HA) an PNIPAM gekoppelt. 2005 wurde das HA-
konjugierte PNIPAM von der Arbeitsgruppe Ohya an Ratten im Rahmen einer chirurgischen
Adhasionsprophylaxe untersucht. Es zeigte sich, dass nach Appendektomie Verwachsungen
durch die Behandlung mit HA-Hydrogel signifikant reduziert werden konnten (Ohya et al.,
2001) (Ohya et al., 2005). Hierbei kam es jedoch wiederholt zu einer zu hohen Polydispersitat
bei der Herstellung des Hydrogels.

Das Herstellungsverfahren fir TRH konnte 2010 durch Mortisen et al. am AO Research
Institute in Davos optimiert werden, sodass die physikochemischen Eigenschaften des
Konjugats wie z.B. die Thermosensibilitat das Hydrogel fur weitere tissue engineering Studien

verfiighbar machten (Mortisen et al., 2010).

Im Rahmen des tissue engineering wurde TRH mehrfach angewandt. 2012 konnten Peroglio et
al. in vitro die Eignung des Hydrogels als injizierbares Tragermedium fur Nucleus pulposus
Zellen bestétigen und zeigten, dass hierdurch die Bildung von EZM unterstutzt wird (Peroglio
et al., 2012). Dariiber hinaus konnten Peroglio et al. die Uberlegenheit von TRH im Vergleich
zu dem konventionellen Tragermaterial Alginat fur humane mesenchymale Stammzellen
(hMSC) zeigen. Es konnte gezeigt werden, dass TRH ohne Einsatz von anderen
Wachstumsfaktoren die Differenzierung der hMSC fordert (Peroglio et al., 2013). TRH wurde

auch bereits in vivo eingesetzt. Peattie et al. konnten nachweisen, dass die TRH-vermittelte
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Applikation von VEGF eine héhere GefaRdichte erzeugt als die Applikation von VEGF allein
(Peattie et al., 2004).

2.5.2.  Struktur und Biosynthese

TRH besteht aus unterschiedlichen Grundsubstanzen. Es handelt sich um ein Polymer aus an
38 x 10° g/mol N-Isoropylacrylamid gekopptelten HA-Bausteinen. Fiir die thermoresponsiven
Eigenschaften des Molekiils ist vor allem die in Abbildung (Abb.) 1 dargestellte PNIPAM
Einheit verantwortlich (Pelton et al., 1986) (Ohya et al., 2001) (Mortisen et al., 2010).

Abb.1: Strukturformel von PNIPAM (Ohya et al., 2001)

Die Biosynthese des TRH beruht auf dem etablierten Verfahren der Reversible addition-
fragmentation chain transfer polymerization (RAFT) und der Copper(l)-catalyzed azide-alkyne

cycloaddition.

Hierbei wird zunachst aus Natrium-HA das wasserlosliche HA-Propargylamin mittels
Streptococcus equi hergestellt. Parallel wird ein aminoterminales poly(Ns-isoproylacrylamid)
(N3-PNIPAM) hergestellt. Aus beiden Edukten HA-Propargylamin und N3-PNIPAM entsteht
in einer Kupfersulfat-katalysierten Reaktion das Endprodukt thermoresponsives HA-Hydrogel

(Abb. 2). Die Polymerlésung wird im Anschluss sterilisiert und lyophilisiert.
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Abb.2: Strukturformel von HA-PNIPAM (Peroglio et al., 2012)

Das HA-Hydrogel weist besondere physikalische und chemische Eigenschaften auf:

Die Haupteigenschaft des TRH ist die Fahigkeit temperaturabhangig den Aggregatzustand zu
andern. Bei Raumtemperatur (RT) ist das Hydrogel flissig und lasst sich homogen mit den
entsprechenden Wirkstoffen wie z.B. Zellen oder Wachstumsfaktoren beladen. Die
Temperatur, bei der sich der Zustand des Gels verandert, wird auch als Kkritische
Losungstemperatur (LCST). Die LCST ist vor allem von der Polymerldnge bzw. deren
molekularer ~ Konfiguration abhé&ngig. Je nach Kettenlange, Konfiguration und
dementsprechend auch je nach Molekulargewicht wird das TRH in 3 Untergruppen (A, B, C)
aufgeteilt. Die LCST liegt bei den meisten eingesetzten Hydrogelen bei ungeféhr 32 °C. Setzt
man nun das flissige TRH einer Warmeexposition oberhalb der LCST aus, so wechselt es
unmittelbar in einen festen Aggregatzustand. Das PNIPAM beginnt bei htheren Temperaturen
das Wasser auszustoRRen, zieht sich zusammen und bildet dadurch hydrophobe Bereiche aus.
Aus chemischer Sicht finden sich hierbei Ahnlichkeiten mit der Bildung einer Mizelle. Die
initial hydrophile Substanz wandelt sich also zu einer nach auRenhin hydrophoben Substanz
um. Der innere Kern bleibt hierbei jedoch hydrophil und enthdlt dann die entsprechenden
Wirkstoffe (Ohya et al., 2001) (Mortisen et al., 2010) (Peroglio et al., 2012).

Dariiber hinaus ist der Wechsel des Aggregatzustands reversibel. Dies ist insbesondere fur die
Applikation der Wirkstoffe am Zielort notwendig und macht das TRH zu einer geeigneten

Trégersubstanz flr Versuche im Bereich der regenerativen Medizin.

23



Des Weiteren finden spezielle TRHs wie z. B. TRH B25 und TRH B30 Verwendung, die im
Gegensatz zu anderen Hydrogelen, beim Wechsel des Aggregatzustands, ihr Volumen
praktisch nicht verandern. Dies kann in Abhangigkeit vom Wirkort und dessen anatomischen
Beschaffenheiten von Bedeutung sein. Eine Schwellung bzw. eine Schrumpfung kénnte
wichtige anatomische Strukturen verlagern oder gar die Wirkung bzw. die Heilung an der Stelle
des Geschehens beeintrachtigen (Ohya et al., 2001) (Mortisen et al., 2010) (Peroglio et al.,
2012). Far die vorliegende Studie wurde ein thermoresponsives HA-Hydrogel ohne
Verdnderung des Volumens verwendet, um dem definierten Frakturspalt und dessen

Gegebenheiten gerecht zu werden.
2.5.3.  Andere thermoresponsive Polymere

Neben der Klasse der poly(N-Alkylamide), zu der auch das hier verwendete TRH gehort, gibt
es noch weitere Klassen von thermosensitiven Polymeren (Schmaljohann et al., 2006) wie z. B.
poly(Methylvinylether), poly(N-Vinylcaprolactam) und poly(N-Ethyloxazoline), welche
jedoch aufgrund physikalischer und chemischer Eigenschaften (strukturelle Instabilitat,
Temperatursensitivitat) nicht fiir unsere Studie geeignet sind (Sugihara et al., 2012) (Mikheeva
et al., 1998) (Rueda et al., 2005).

2.6. Zielsetzung

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, zu untersuchen ob das TRH als Tragersubstanz fir MVF
geeignet ist und ob MVF die Vaskularisation und Frakturheilung verbessert.

Die entsprechenden Informationen sollten durch Versuche in vitro und in vivo an der Maus

nach einem bewdhrten Tiermodell gewonnen werden.

2.7. Fragestellung

Trotz des rasch fortschreitenden Wissens in der Anwendung moderner tissue engeneering-
Verfahren war bisher nicht bekannt, ob TRH fir die genannten Gefalifragmente geeignet ist

und inwieweit die Frakturheilung hierbei beeinflusst werden kann.

Die durchgefuhrten tierexperimentellen Studien sollten die Frage beantworten, ob das TRH als
Tragermedium fur MVF geeignet ist. AnschlieRend sollte die Frage geklart werden, inwieweit
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ein Unterschied zwischen der Frakturheilung unter lokaler Behandlung mit MVF-beladenem
TRH gegentber der Frakturheilung unter Behandlung mit unbeladenem TRH bzw. ohne
entsprechende Behandlung besteht.

Die Nullhypothese lautet:

»(I) Das TRH ist keine geeignete Tragersubstanz fur MVF und (II) MVF (Verum)
verandert nicht die Vaskularisation und Frakturheilung im Vergleich zu unbehandelten

Frakturen (Kontrollen).«

Die Knochenbruchheilung wurde nach 14 und 35 Tagen mit radiologischen, histologischen und

proteinbiochemischen Methoden am postmortalen Knochen-Explantat untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1. Intervention

3.1.1.  Versuchsprotokoll

Die Tierversuche wurden von der zustandigen Behorde (Dezernat 5, Saarpfalz-Kreis, 66424
Homburg (Saar)) unter dem Versuchsvorhaben VV 40/2013 genehmigt und am Institut fur
Klinische & Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg (Saar) nach

den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

In einem ersten Teil der Arbeit sollte die Wirkung von TRH auf MVF analysiert werden. Mit
Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen wurde die Morphologie und Viabilitadt der
GeféaBRfragmente nach Einbettung in TRH im Vergleich zu nicht eingebetteten, freien
GeféalRfragmenten zu unterschiedlichen Zeitpunkten verglichen. Hierzu wurden insgesamt 12

mannliche CD-1 Méuse verwendet.

Kontrolle TRH+MVF
Tag0 n=4 n=4
Tag 3 n=4 n=4
Tag 7 n=4 n=4

Tab.1: Versuchsprotokoll in vitro Studie

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde standardisiert eine Frakturheilung in einem Mausmodell
induziert (Garcia et al., 2008). Der Gruppe TRH+MVF wurde MVF-beladenes TRH in den
Osteotomiespalt appliziert, der Gruppe TRH wurde unbeladenes TRH in den Osteotomiespalt
appliziert und die Kontrolle erhielt keine Applikation (Tabelle 2). Hierzu wurden insgesamt
114 CD-1 Méuse verwendet.
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14 Tage 35 Tage

Kontrolle TRH TRH Kontrolle TRH TRH
+ +
MVF MVF
Radiologie n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n==8
Histologie und n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n==8
Histomorphometrie
Biomechanik n=38 n=38 n=38 n=38 n=38 n=38
Western Blot n=3 n=3 n=3

Tab.2: Versuchsprotokoll in vivo Studie. Die Auswertung erfolgte mittels Mikrocomputertomographie (s.u),
Histomorphometrie, Biomechanik, Western Blot und Immunhistochemie. Proben konnten fiir Analysen zu
Microcomputertomographie, Histomorphometrie, Immnhistochemie und Biomechanik wiederverwendet werden.

3.1.2.  Versuchstiere

Sowohl fur die Isolation der MVF als auch das Frakturmodell wurden ausgewachsene CD-1
Méuse mit einem Korpergewicht von 30 - 40 g verwendet. Die Haltung der Mause erfolgte im
Institut fir Klinische & Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg
(Saar) unter Kklimatisierten Raumbedingungen (Lufttemperatur: 22 - 24 °C, relative
Luftfeuchtigkeit 60 %) bei 12-stindigem Tag- / Nachtrhythmus. Wasser sowie
Standarddiatfutter in Pelletform (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) wurden ad
libitum bereitgestellt.

3.1.3. Isolation von MVF

MVF wurden aus epididymalem Fettgewebe méannlicher CD-1 Mduse isoliert (Laschke et al.,
2012). Hierzu erfolgte die intraperitoneale Injektion einer Narkotisierung aus Ketamin (75
mg/kg Korpergewicht; Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland) und Xylazin (25 mg/kg
Kdrpergewicht; Rompun; Bayer, Leverkusen, Deutschland) Phenobarbital. Nach Rasur der
Bauch- und Leistenregion, sowie Uberpriifung der korrekten Narkosetiefe, wurde die Maus in
Rickenlage auf einem Korkuntergrund gelagert. Nach Desinfektion des OP-Gebietes wurde
unter sterilen Kautelen eine mediane Laparotomie mit anschlieRender Y-férmiger Inguinotomie
durchgefiihrt. Die beiden Bauchwandlappen wurden jeweils mittels einer Spritzkaniile (@ =
0,55 mm) auf den Korkuntergrund fixiert und somit das Abdomen offen gehalten. Mit einer
anatomischen Pinzette wurde das Nebenhodenfettgewebe gefasst und mit einer gebogenen

Schere streng am Samenstrang abgetrennt. Das explantierte Fettgewebe wurde zundchst in
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Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) gespilt und unmittelbar anschliefend in eine
Petrischale mit 10 % Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; 10 % fetales Kalberserum
(FKS), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin; PAA, C6lbe, Deutschland) uberfihrt.

Die weitere Gefélisolation erfolgte unter einer Sterilbank (ScanLaf, Lynge, Dadnemark). In
einem ersten Schritt wurde das entnommene Fettgewebe mit Hilfe einer chirurgischen Pinzette
in 3 Spillgangen mit PBS von Blut und Lymphflissigkeit befreit. Hiernach wurden die
Gewebestiicke gewogen und anschlieBend mittels spitzer, steriler Mikroschere in einem

Rundbodenréhrchen homogenisiert.

Das homogenisierte Fettgewebe wurde daraufhin in einen 50 ml Erlenmeyerkolben umgeflit
und mit der im Verhaltnis zum Fettgewebe doppelten Menge an 10 % NB4G Kollagenase (0,5
U/ml; Serva, Heidelberg, Deutschland) versetzt. Das Gemisch wurde daraufhin unter
konstantem Rihren im Brutschrank (Binder, Tuttlingen, Deutschland) bei 37 °C in einer
feuchten Umgebung mit 5 % CO- fiir 5 - 7 Minuten behandelt. Nach Neutralisation der
Kollagenase mittels PBS inkl. 20 % FKS wurde das Gemisch gleichméRig auf mehrere
Rundbodenrohrchen aufgeteilt und unter kontrollierten Bedingungen im Brutschrank (Binder)
bei 37 °C und 5 % CO fur 5 Minuten sedimentiert. Nachfolgend konnte das freie Fettgewebe
als Uberstand abpipettiert werden. Diese Sedimentation wurde 3 - 5 mal wiederholt, bis das

Fett makroskopisch vollstandig entfernt war.

Im Anschluss wurde die Zellsuspension fir 5 Minuten bei 500 U/min zentrifugiert.
AbschlieRend konnte der Uberstand vorsichtig abpipettiert werden, sodass das Pellet mit

GeféaBRfragmente isoliert war und zur weiteren Kultivierung verarbeitet werden konnte.
3.14. Praparation von TRH

Die Synthese des TRH erfolgte geméal den unter 2.5.2 gemachten Angaben durch die Kollegen

im AO Research Institute in Davos, Schweiz.

Zur weiteren Verwendung wurde das sterile, vliesartige Hydrogelpolymer als 10 %ige Losung
mit PBS angesetzt und zunéchst bei 4 °C aufbewahrt. In einer Pilotstudie der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine 10 %ige Losung den besten Kompromiss zwischen
einer ausreichende Gelstabilitdt und Viskositat einerseits und dem intraoperativen Handling
andererseits bietet. Schwéchere Konzentrationen waren weniger viskds und zeigten nach
Erwarmung und Anderung in einen festen Aggregatzustand, ein instabileres Konstrukt, am
ehesten aufgrund einer ungenigenden Verbindung der HA-Ketten (die Viskositat des

PNIPAMs ist proportional zu dessen Kettenlange). Hohere Konzentrationen des Gels waren
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aufgrund der Viskositat der Losung nicht gut Gber eine Pipette applikabel und somit nicht fur

die vorliegende Studie geeignet.
3.1.5.  Kultivierung von MVF

Zur weiteren Analyse hinsichtlich Morphologie und Viabilitat der Gefalifragmente wurden
Proben generiert, die MVF einer halben Spendermaus beinhalteten (n = 24). GemaR den
Angaben in Tabelle 1 wurde in der Gruppe TRH+MVF (n = 12) MVF mit 10 pl flissigem
Hydrogel bei RT gemischt. Das beladene Hydrogel wurde dann in eine vorgewarmte Well-
Platte mit Endothelzell-Wachstumsmedium (ECWM) MV (PromoCell, Heidelberg,
Deutschland) gegeben. Hierbei entstanden solide, kugelférmige Proben aus MVF-beladenem
TRH. Die Proben wurden dann in einer feuchten Umgebung mit 5 % CO: bei 37 °C kultiviert.
In der Kontrollgruppe (n = 12) wurden die Gefalifragmente direkt nach Isolation in
vorgewarmtes ECWM ohne Einbettung in TRH (berfiihrt. Das Endothelzellmedium wurde

wéhrend des Kultivierungszeitraums alle 48 Stunden ausgetauscht.
3.1.6.  Morphologie und Viabilitat kultivierter MVF

Nach Ablauf des oben genannten jeweiligen Kultivierungszeitraums, wurden die Proben bei 37
°C von dem Néhrmedium in ein 2 %iges Agarosegel mit einem Schmelzpunkt von unter 37 °C
(Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) gegeben. Nach Ausharten bei RT wurden die Proben
zur weiteren Analyse in ein 2 %iges Agarosegel mit hohem Schmelzpunkt (Sigma-Aldrich)

transferiert und dann mit 4 %igem gepuffertem Formalin fixiert.

Durch den Einsatz der Agarosegele mit unterschiedlichen Schmelzpunkten konnte einerseits
einem Methoden-bedingten Hitzeschaden vorgebeugt werden. Andererseits erlaubte die spatere
Einbettung in Agarosegel mit hohem Schmelzpunkt, die weitere immunhistochemische

Farbung ohne Verlust von Probenmaterial.

Im Anschluss wurden alle Proben in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Hierzu
wurden die Proben in einem ersten Schritt mit Bisbenzimid (Hoechst 33342; 1:500; Sigma-
Aldrich) gefarbt. Bei dieser Substanz handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, welcher
bevorzugt zur Anfarbung des nukledren Chromatins dient. Es wurden somit alle Zellkerne

innerhalb der Probe angeférbt.

In einem zweiten Schritt erfolgte in allen Proben die Markierung von Endothelzellen. Mit einem
monoklonalen Ratte-anti-Maus Primérantikorper gegen das Endothelzell-Oberflachenprotein
CD31 (1:30; Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) wurden die Geféal3zellen markiert.
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Hierdurch konnte bei der Auswertung zwischen Endothelzellen und perivaskuléren Zellen

unterschieden werden.

AnschlieBend wurden die gefarbten Proben jeweils mit spezifischen Antikérpern fur das

Apoptoseverhalten und fir den Reifezustand der Endothelien untersucht.

Mittels Farbung gegen gespaltene Caspase-3 (Casp-3) konnte das Apoptose-Verhalten von
Endothelzellen und perivaskularen Zellen analysiert werden. Hierzu wurden die Proben mit
einem polyklonalen Kaninchen-anti-Maus Antikorper gegen gespaltene Casp-3 (1:50; Cell
Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) markiert.

Mittels a-smooth muscle actin (a-SMA) Féarbung wurden die gefarbten Gefalifragmente mit
einem Kaninchen-anti-Maus Primérantikérper gegen o-SMA markiert (1:100; Abcam,
Cambridge, Grof3britannien), um die Ausbildung einer GefaR-stabilisierenden perivaskuléren

Schicht zu detektieren.

Als Sekundéarantikorper flr die immunhistochemischen Farbungen diente ein Ziege-anti-Ratte
Cy3 Antikorper (1:50; Dianova GmbH) sowie ein Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 Antikorper
(2:100; Invitrogen, Darmstadt, Deutschland).

3.1.7.  Tiermodell und Applikation von TRH und MVF

Alle Operationen an Versuchstieren fiir den tierexperimentellen Teil der Arbeit wurden in
standardisierter Weise im Operationssaal des Instituts fir Klinische & Experimentelle

Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg (Saar) durchgefihrt.

In der aktuellen Studie kam ein standardisiertes Frakturmodell an der Maus zum Einsatz (Garcia
et al., 2008). Hierzu wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion von Ketamin (75
mg/kg Koérpergewicht, Pharmacia GmbH) und Xylazin (2 mg/kg Korpergewicht; Rompun,
Bayer) narkotisiert. Daruber hinaus erhielten alle Tiere am Operationstag und am ersten
postoperativen Tag zur Analgesie 0,05 ml Carprofen® subcutan.

Nach Uberpriifung der Narkosetiefe wurde das rechte Bein sowie der rechte Hiftbereich

enthaart und die Haut mit Softasept® desinfiziert.

Mit Hilfe des Operationsmikroskops (6-fache VergréRerung) wurde eine ca. 4 mm lange
Hautinzision medial der Patella durchgefiihrt. Nach dem Hautschnitt wurde die
Kniegelenkskapsel eréffnet und die Patella nach lateral luxiert. Mit einer Kaniile (& = 0,45 mm)

wurde Uber der Fossa intercondylaris die Erdffnungsstelle des Markraums markiert. Im
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Anschluss wurde der Markraum Uber der Markierung mit einem Mikrobohrer (@ = 0,5 mm;
8000 U/min) er6ffnet. Mit 0.g. Kantle wurde der Markraum ausgemessen und die Lange auf
eine weitere Kanule (@ = 0,55 mm) Ubertragen. Letztere wurde dann Uber eine Strecke von ca.
8 mm proximal und distal abgeflacht. Die abgeflachte Kaniile wurde anschlielend (ber den
Bohrkanal in den eréffneten Markraum bis in das proximale Ende des Femurs eingebracht und
nach radiologischer Kontrolle (Faxitron® MX-20 Cabinet X-ray System, Faxitron X-ray
Corporation, Wheeling, USA) der Implantatlage, am Eingang des Bohrkanals gekdirzt, sodass

der Pin vollstandig im Knochen versenkt wurde.

Nachfolgend wurde die Maus auf die linke Seite gelagert und der rechte Oberschenkel durch
eine ca. 5 mm lange Hautinzision lateral erdffnet. Die lateralen Muskelanteile wurden

vorsichtig nach ventral und dorsal verlagert.

Das Femur wurde nun distal, etwa am Ubergang zwischen mittlerem zu distalem Drittel des
Schafts mit einem Mirkobohrer (@ = 0,5 mm; 8000 U/min) lateral des Pins und medial der
lateralen Corticalis an 2 Stellen durchbohrt. Eine U-férmige Kanle (@ = 0,45 mm) wurde nach
vorherigem Ausmessen (ber die Bohrlocher eingebracht. Nachfolgend wurden die beiden
Schenkel des Clips dorsal nach innen umgebogen, um eine sekundére Dislokation des Clips zu
vermeiden. Mittels einer Gigli-Sége (& = 0,25 mm) wurde ein 0,25 mm grofRer Osteotomiespalt
zirkuldar um den Pin herum induziert. Nach erneuter radiologischer Kontrolle wurde das
Operationsfeld mit einer 0,9 %igen Natriumchlorid-Lésung ausgespilt und abgetupft. Das

weitere VVorgehen war abhangig von dem in Tabelle 2 gezeigten Protokoll.

Die TRH+MVF Gruppe (n = 19) erhielt 10 pl des mit MVF beladenen TRH durch eine direkte
Injektion des Gemischs in den Osteotomiespalt. Das TRH enthielt hierbei MVF einer
Spendermaus. Um den Wechsel des Aggregatzustands des TRH zu ermdoglichen, wurde der
Operationssitus wenige Minuten vor Applikation des Hydrogels mit einer Warmelampe
vorgewarmt. Die Temperatur im Situs wurde mittels Thermometer kontrolliert. Sobald die
Temperatur Uber 33 °C betrug, erfolgte die Applikation der in TRH eingebetteten MVF (n =
19). Die Applikation des unbeladenen Hydrogels in der Gruppe TRH (n = 19) erfolgte unter
analogen Bedingungen. Die Tiere der Kontrollgruppe (n = 19) erhielten weder TRH noch MVF.

AbschlieBend erfolgte bei allen Tieren eine adaptierende Muskel- und Hautnaht mit 5-0
Prolene®, sowie ein Rontgenbild zur Lagekontrolle der Implantate (Faxitron® MX-20 Cabinet

X-ray System).
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Abb.3: Fixierung des Beines wahrend der Operation Abb.4: Sicht auf das Ligamentum patellae nach medio-
patellarem Zugang

Abb.5: Luxation der Patella nach lateral und Sicht auf Abb.6: Markraumerdffnung im Bereich der Fossa
die Fossa intercondylaris intercondylaris
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Abb.7: Sondierung des Markraumes und Vermessung Abb.8: Einbringung und anschlieffende Kirzung an der
der Markraumlénge mit einer Kanile (@ = 0,45 mm) zuvor angebrachten Langenmarkierung einer proximal
und distal abgeflachten Kanile (& = 0,55 mm)

Abb.9: Reposition der Patella mit Naht der Abb.10: Eroffnung des lateralen Zugangswegs sowie
Patellarsehne sowie anschlieBender Hautnaht mit 5-0 anschlieRende stumpfe Freilegung des Femurs
Prolene®
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Abb.11: Ero6ffnen des Situs zur Implantation des Clips Abb.12: Bohrung der Bohrlécher zur Implantation des
Uber lateralen Zugang Clips

Abb.13: Einbringung des zuvor auf die Distanz der Abb.14:  Vollstandige  Clip-Implantation  und
Bohrldcher angepassten Clips anschlieRend Biegung der dorsalen Enden nach innen
zur Sicherung der Implantatlage
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Abb.15: Osteotomie mittels Gigli-Sage (Drahtstarke

0,25 mm)

Abb.17: Applikation von 10 pl Verum (TRH bzw.
TRH+MVF)

Abb.16: Spulung und Trocknung des
Osteotomiespalts

o

Abb.18: Aushdrtung des Hydrogels unter einer
Warmelampe bei einer Temperatur im Situs von > 33
°C
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Abb.20: Abschliefende Hautnaht mit 5-0 Prolene®
unter der Warmelampe und OP Ende

3.1.8.  Totung der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden 14 bzw. 35 Tage postoperativ mittels einer Uberdosis Phenobarbital

getotet.
3.1.9.  Préparation des Knochens

Unmittelbar im Anschluss an die Tdétung erfolgte die Explantation und Praparation des
operierten Femurs. Hierzu wurde nach Hautschnitt an der Oberschenkelinnenseite das Femur
sowohl im Hift- als auch im Kniegelenk exartikuliert und der umliegende Weichteilmantel
reseziert. Nach Explantation des Femurs erfolgte die Metallentfernung. Zuerst wurde die distale
Epiphyse des Femurs vorsichtig reseziert, um unter Schonung des Knochendefektareals den Pin
vorsichtig zu entfernen. Anschliefend wurde der Clip nach Kirzen der Schenkel vorsichtig
entfernt. Die Femora flr die biomechanische, histologische und radiologische Auswertung
wurden anschlieBend in 4 %igem gepuffertem Formalin fir die weiteren Untersuchungen
kryokonserviert. Bei Femora fir die Western Blot Analyse wurde das Kallusgewebe nach
kallusschonender Implantatentfernung und vor Tétung der Tiere entnommen. Die Kallusproben
bestanden dementsprechend aus Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe. Die Proben wurden
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nach Explantation bei - 80 °C in einem Lyse-Puffer mit Proteaseinhibitoren konserviert, um

eine Denaturierung der Proteine zu verhindern.

3.2. Zielkriterien und Auswertung

3.2.1.  Morphologie und Viabilitat von MVF

Proben mit TRH-inkorporierten MVF sowie Kontrollen wurden unmittelbar nach Isolation,
sowie 3 bzw. 7 Tage nach Kultivierung gemal Tabelle 1 hinsichtlich Morphologie und
Viabilitat untersucht. Die immunhistochemischen Schnitte wurden mit Hilfe des BX 60
Mikroskops (Olympus, Tokio, Japan) unter Fluoreszenzfiltern untersucht und digitalisiert. Es
wurden alle Casp-3-positiven (Casp-3+) Zellen gezahlt. Im Anschluss wurde der relative Anteil
positiver Zellen unter Berucksichtigung der Unterscheidung von Endothelzellen und
perivaskularen Zellen bestimmt. Bei der o-SMA-Férbung wurden alle positiven
GeféaBRfragmente gezéhlt und das relative Verhéltnis an a-SMA-positiven (a-SMA+)

Fragmenten bestimmt.

3.2.2. Radiologie

3.2.2.1. Rontgen

Unmittelbar vor Totung der Versuchstiere erfolgte in den Raumlichkeiten des Instituts fiir
Klinische & Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg (Saar) eine
rontgenologische Untersuchung. Hierzu wurden seitliche Rontgenaufnahmen der operierten
Femora angefertigt (Faxitron® MX-20 Cabinet X-ray System).

Es wurde eine Belichtungszeit von 0,01 s bei einer Stromstarke von 10 A und einer Spannung
von 35 kV gewdhlt. Die Aufnahmen wurden mit der eingebauten Kamera und einer Auflésung

zwischen 10 Ip/mm bis 50 Ip/mm aufgenommen und digitalisiert.
Die Auswertung der Rontgenbilder erfolgte anhand folgender Kriterien:

- Implantatlage
- Knochenstellung

- Knécherne Durchbauung
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3.2.2.2.  Mikrocomputertomographie

Die mikrocomputertomographischen Untersuchungen fanden in den Raumlichkeiten des
Instituts fur Klinische & Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg
(Saar) statt.

Die nach der konventionellen Rdntgenuntersuchung in einer 4 % gepufferten Formalinldsung
kryokonservierten Femora wurden vor der Mikrocomputertomographie (UCT)-Untersuchung

aufgetaut.

Die uCT-Untersuchungen wurden mit dem Gerdt SkyScan 1172 (Bruker, Billerica, USA)
durchgefuhrt. Dabei wurde ein Kathodenstrom von 200 YA, eine Beschleunigungsspannung
von 50 kV und ein 0,5 mm dicker Aluminiumfilter als Eigenschaften flr die Untersuchung
festgelegt. Zur Untersuchung stand die Langsachse des Femurs senkrecht zur Achse des

Rdntgenstrahls.

In einem weiteren Schritt wurden die zweidimensionalen (2D) Bilder mit einer
Rekonstruktions-Software (SkyScan, NRecon package) zu den jeweiligen Transversalschnitten
der Femora rekonstruiert um die Analyse des Kallusgewebes und dessen Volumen zu
ermdglichen. Dieser Vorgang wurde mit Hilfe einer digitalen Bildverstarkung und unter
Verwendung einer automatisierten Ringartefakt-Reduktion optimiert. Nach der Rekonstruktion
wurde die zu untersuchende Region, also der neu gebildete Kallus, markiert und als sogenannte
region of interest (ROI) definiert. Sie wurde mittels des Analyse-Programms CT-Analyzer
(Bruker) manuell auf den jeweiligen Schnitten markiert und qualitativ mit histologischen
Schnitten und anderen Vorarbeiten verglichen (Orth et al., 2017) (Bosemark et al., 2013).

Mit Hilfe der o.g. Analysetechnik wurden folgende Zielparameter zur Beurteilung des

Knochendefekts berechnet:

- Knochenvolumen von mineralisiertem Knochengewebe im Osteotomiespalt

- Knochendichte von mineralisiertem Knochengewebe im Osteotomiespalt

Um zwischen Knochengewebe und anderen Gewebearten bzw. MCM innerhalb der ROI zu
unterscheiden, wurde die ROI basierend auf dem Histogramm aller Grauwerte unterteilt.
GemaR Herstellerangaben wurde unter Verwendung eines Calcium-Hydroxyapatit Phantoms
mit bekannter Dichte, die gemessenen Grauwerte kalibriert (Orth et al.,, 2017). Die
Unterscheidung zwischen Knochen und anderem Gewebe wurde anhand der gemessenen

Grauwerte festgelegt. Als Knochengewebe wurde jenes mit einer Knochendichte (BMD) tber
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0,410 g/cm?® (Grauwert ab 68) festgelegt(Morgan et al., 2009) (Isaksson et al., 2009). MCM
hatten einen mittleren Grauwert von 37,8 £ 0,02, sodass 99,96 % der MCM bei der Berechnung
ausgeschlossen werden konnten (Orth et al., 2017).

3.2.3. Biomechanik

Nach Toétung der Versuchstiere, Explantation der Implantate und radiologischer Analyse
wurden die Femora einer biomechanischen 3-Punkt-Biegetestung unterzogen. Die Messung
(Mini-Zwick Z 2.5-Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) wurde zerstérungsfrei durchgefiihrt,
sodass die Proben fir weitere Analysen verwendet werden konnten und somit die Anzahl
benotigter Versuchstiere reduziert werden konnte. Hierzu wurden die Femora jeweils mit der
ventralen Seite nach unten auf die Prifvorrichtung gelegt. Der Abstand der beiden Stempel
betrug standardisiert 6 mm. Die anschlielende Messung erfolgte mit einer konstanten
Geschwindigkeit von 1 mm/min. Im linearen Anteil des Kraft-Weg-Diagramms wurde die
Biegesteifigkeit des Kallus bestimmt (Garcia et al., 2008) (Orth et al., 2017). Um individuelle
Unterschiede zu beruicksichtigen, wurde die Messung an gesunden Femora als interne Kontrolle
durchgefiihrt. Bei allen Femora konnte somit die relative Biegesteifigkeit der osteotomierten

Femora im Vergleich zur gesunden Gegenseite bestimmt werden.
3.2.4.  Histologie und Histomorphometrie

Die histomorphometrische Auswertung der Femora erfolgte in den Raumlichkeiten des Instituts
fur Klinische & Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg (Saar).

Nach der uCT Untersuchung wurden die Knochen fiir 24 Stunden in einer 4 % gepufferten
Formalinlésung fixiert und fir 3 Wochen in 10 % EDTA bei 4 °C entkalkt. AnschlieRend
wurden die entkalkten Préparate in einer aufsteigenden Reihe an AlkohollGsungen entwassert
(Jeweils eine Stunde mit 70 %, 80 %, 90 % sowie viermal eine Stunde mit 100 % Alkohol).
Nach der Entwésserung wurden die Proben dreimal jeweils eine Stunde mit Xylol behandelt,
um das Gewebe paraffingdngig zu machen. Hiernach wurden die Knochen fir eine weitere
Stunde in heilRem Paraffin eingebettet. Abschlielend wurden 5 um dicke Schnittpréparate in

sagittaler Schnittfiihrung flr die Farbungen angefertigt.

Die Schnitte wurden zundchst mit Eisenhdamatoxylin (HE) nach Weigert gefarbt. In 3 um dicken
Schnitten wurde in 4 zentralen Bereichen des Kallusgewebes die absolute Anzahl an
angeschnittenen GefaRen unter 400-facher VergrofRerung (Olympus BX60 Mikroskop)
bestimmt und als GeféRe pro High Power Field (HPF) angegeben. Die Anwesenheit eines
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Lumens mit einer typischen GefalwandmMorphologie war nétig um die Struktur als Gefal3 zu

identifizieren.

Zudem wurde nach HE-Farbung die kombinierte Safranin-O- / Fast-Green-Farbung verwendet
um eine Differenzierung zwischen den Gewebetypen des Kallus zu erméglichen. Safranin-O
lagert sich an die negativen Ladungen der Proteoglykane des Knorpels an und stellt diesen rot
dar, wahrend sich Fast-Green an den entkalkten Knochen lagert und diesen griin farbt. Nach
Spulung mit Aqua destillata (Aqua dest.) erfolgte eine Differenzierung in einem HCI-Alkohol-
Gemisch aus 70 % Alkohol und 1 % HCI. Daraufhin wurden die Schnitte fir 10 Minuten in
Leitungswasser blduen gelassen und erneut mit Aqua dest. gespilt. Im Anschluss wurden die
Schnitte mittels 0,02 % Fast-Green (VWR, Darmstadt, Germany) fur 4 Minuten geféarbt, mit 1
% Essigsaure gespult und anschliefend mit 0,1 % Safranin-O (VWR) flr weitere 5 Minuten

gefarbt. Nach dem Entwassern konnten die Schnitte eingedeckt werden.

Unter 50-facher VergréRerung wurden die histologischen Schnitte analysiert, aufgenommen
und digitalisiert (BX 60 Mikroskop, Olympus; Zeiss Axio Cam and Axio Vision 3.1, Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland). Im weiteren Verlauf wurden die Bilder mit Hilfe der Software
ImageJ Analysis System (NIH, Bethesda, USA) ausgewertet. Es wurden in den Safranin-O /

Fast-Green Schnitten folgende Parameter bestimmt:

- Gesamtkallusflache [mm?]
- Fl&che des bindegewebigen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]
- Fléache des knorpeligen Anteils innerhalb des Kallus [mm?Z]

- Fléache des kndchernen Anteils innerhalb des Kallus [mm?]

GemaR den Empfehlungen von Gerstenfeld et al. wurde fur die Kalluszusammensetzung

folgende Zielwerte bestimmt (Gerstenfeld et al., 2005):

(kniicherne Kallusflache [mmz])
Gesamtkallusfliche [mm?]

(knorpelige Kallusfliche [mmz])
Gesamtkallusfliche [mm?]

) (bindegewebige Kallusfliche [mmz])
Gesamtkallusflache [mm?)
Des Weiteren wurde die Uberbriickung des Osteotomiespalts in Abhéangigkeit des
Uberbrickenden Gewebes nach einem Punktesystem bewertet (Orth et al., 2017). Beide
Corticalices wurden unabhangig voneinander jeweils auf eine kndcherne Uberbriickung [2

Punkte], eine knorpelige Uberbriickung [1 Punkt] oder eine bindegewebige Uberbriickung [0
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Punkte] hin untersucht. Es konnten somit maximal 4 Punkte pro Knochen als Zeichen einer
kompletten kndchernen Ausheilung, und minimal null Punkte als Zeichen einer ausbleibenden

Knochenheilung erreicht werden.

Abb.21: Schematische Darstellung der histologischen Auswertungsparameter. 1 Corticalis, 2 Markraum, 3 Frakturlinie, 4
endostaler Callus, 5 periostaler Callus

Zur Quantifizierung der Osteoklastenaktivitat in den vorliegenden Proben wurden 3 pm
Schnitte von Femora 14 Tage postoperativ mittels Tartrate-Resistant Acid Phosphatase
(TRAP) gefarbt. Hierbei handelt es sich um ein glykosyliertes monomerisches Enzym, welches
hauptséachlich auf der Zellmembran von Osteoklasten und aktivierten Makrophagen zu finden
ist, und dient somit als Marker fiir die Osteoklastenaktivitat (Baumbach et al., 1991) (Minkin,
1982). Zur Farbung wurden die Schnitte entparaffiniert und mit 20 mg Naphtol AS-MX
Phosphat (Sigma Aldrich) und 120 mg Fast Red Violet LB salt (Sigma Aldrich) in einem
Natriumacetat Puffer (pH 5,0; Sigma Aldrich) bei 37 °C fur eine Stunde inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit A. dest. gespilt, mit Hdmalaun nach Meyer gegengefarbt
und mit Glyceringelatine eingedeckt.

In Schnitten der TRAP Farbung wurde in 4 zentralen Bereichen des Kallusgewebes die absolute
Anzahl TRAP-positiver (TRAP+) Zellen unter 400facher VergroRerung (Olympus BX60
Mikroskop) bestimmt und als TRAP+ Zellen / HPF angegeben.

3.25. Western Blot

Das Western- bzw. Immunoblotting ist eine Methode zur quantitativen Ermittlung der
Proteinexpression in Gewebeproben. Hierfir werden die zu analysierenden Proteine zuerst in
einer vertikalen Gelmatrix elektrophoretisch aufgetrennt und dann in einer zweiten horizontalen

Elektrophorese auf eine proteinbindende Membran transferiert bzw. ,,geblottet. Grundprinzip
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der elektrophoretischen Trennung von Proteinen ist deren Wanderung in einem angelegten
elektrischen Feld. Dies ist unter anderem abhangig von Ladung, Form und molekularer GroRe
des Molekils. AnschlieRend werden mit Hilfe von Enzym-konjugierten Antikorpern
spezifische Targetproteine markiert. Das Mall der Proteinexpression wird Uber eine
lichtemittierende Enzym-Substrat-Reaktion detektiert. Um die Proteinexpression der
verschiedenen Proben bei gleichmaRigem Gel-Membran-Transfer quantitativ vergleichen zu
kénnen, werden die Beladungen der gewonnenen Proteinextrakte auf eine identische

Proteinkonzentration eingestellt und gegen ein ubiquitér exprimiertes Protein korrigiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von OPG, RANKL, CD31 und VEGF nach
14 tagiger Knochenheilung quantifiziert.

Die kryokonservierten Proben wurden zunéchst mit 150 pl vorgekihltem Lyse-Puffer, mit
einem Proteaseinhibitor-Cocktail (1:75; Sigma-Aldrich), einem Phosphatase-Inhibitor-Cocktail
(1:100; Sigma-Aldrich) und 100 mM Phneylmethylsulfonylfluorid (1:500; Roth, Karlsruhe,
Deutschland) homogenisiert. AnschlieBend wurden die Proben fur 30 Minuten auf Eis inkubiert
und fur weitere 30 Minuten mit 16000 x G bei 4 °C zentrifugiert (Biofuge fresco, Kendro,
Hanau, Deutschland). Die Uberstinde wurden abpippetiert und die Aliquots der gewonnenen

Proteinextrakte bei -20 °C kryokonserviert.

Die nach der Proteinextraktion gewonnenen Proben wurden mit Aqua dest. 1:10 verdinnt.
Unmittelbar vor der Proteinbestimmung wurde folgende Messldsung angesetzt:

- 5ml Reagenz A: 10 g Na2CO3z/500 ml 0,1 M NaOH (Roth)
- 100 pl Reagenz B: 0,5 g KNa-Tartrat, 0,25 g Cu-Sulfat x 5 H.O / 50 ml Aqua dest.
(Merck, Darmstadt, Deutschland).

Zu 250 pul dieser Messlosung wurden je 50 ul der verdlinnten Extrakte zugesetzt und fur 10 s
gemischt (Vortex, Heidolph Reax Top, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland).
AnschlieBend wurden die Proben fir 10 Minuten bei RT inkubiert und mit 25 ul Aqua dest.

verdinnter Folinlésung (1:2; Sigma-Aldrich) gemischt.
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Im Anschluss an eine weitere 30-minitige Inkubation bei RT wurde die Absorption des
entstandenen Farbkomplexes bei einer Wellenldange von 595 nm gegen Aqua dest.
photometrisch gemessen (GeneQuant pro, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland). Mit
Hilfe einer bovinen Serumalbumin Standardkurve wurde die Proteinkonzentration ermittelt.
Fur jedes Proteinextrakt wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Extrakte wurden auf
gleiche Proteinkonzentrationen eingestellt (40 pg / 15 pl) und mit einem ,,Sample Buffer™ (2 X
Laemmli-Puffer, 4 % Natriumdodecylsulfat (SDS), 20 % Glycerin, 10 % [-Mercaptoethanol,
0,004 % Bromphenolblau, 0,125 M TRIS-HCI pH 6,8; Sigma-Aldrich) fiir 2 x 5 Minuten im

kochenden Wasserbad denaturiert.

Zusatze [ml] Sammelgel 5 % Trenngel 5 %
30 % Acrylamid / Bis 0,67 3,3
Trenngelpuffer 2,5
Sammelgelpuffer 0,5

Aqua dest. 2,7 4,0

10 % SDS 0,04 01

10 % APS 0,04 0,1
Tetramethylethylendiamin 0,02 0,02

Tab.3: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele flir den Western Blot

Die Analysen wurden als eindimensionale  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektorphorese (SDS-PAGE) unter diskontinuierlichen Bedingungen nach Laemmli
(Laemmli, 1970) mit einer Acrylamidkonzentration von 5 % im Sammelgel und einer
Acrylamidkonzentration von 10 % im Trenngel durchgefiihrt (30 % Acrylamid/Bis Solution,
29:1; BioRad, Munchen Deutschland).

Gemal} Herstellerangaben wurden die Gele in eine vertikale Flachapparatur mit Giel3stand fiir
Minigele (Mini-Protean 1l, BioRad) gegossen. Im Anschluss an das Einftllen der
Trenngellésung wurden ca. 200 pl Isopropanol (Roth) Gberschichtet, um somit eine glatte
Trennflache zwischen Trenn- und Sammelgelen zu gewéhrleisten. Nach einer 30-minutigen
Polymerisationszeit wurde nach Entfernen des Alkohols das Sammelgel in die Vorrichtung
gegossen und unmittelbar anschlieRend ein Teflonkamm eingesetzt (15 Z&hne; 4 mm x 0,75
mm; BioRad). Die dadurch entstehenden Geltaschen erlauben ein maximales Fillvolumen von
15 pl. Nach einer weiteren 1-stiindigen Polymerisationszeit konnten schlieBlich 7,5 ul der
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Proben in die Geltaschen eingefullt werden. AnschlieBend wurden die Proteine in einer
vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Protean 11, BioRad) in einem TRIS / Glycinpuffer
(0,125 M TRIS Base, 0,96 M Glycin, 0,5 % SDS; Roth) elektrophoretisch getrennt. Die
erforderliche Niederspannung wurde durch ein spezielles Netzgerat fiir stabilisierten
Gleichstrom (Power Pac, BioRad) gewahrleistet. Anfangs wurde fiir 15 Minuten eine Spannung
von 100 V angelegt, um die Proteine im Sammelgel zu konzentrieren. Spater wurde die
angelegte Spannung fiir etwa eine Stunde auf 140 V erhoht. Sobald die ,,blaue Lauffront™ der
Bromphenolblau-Bande des Laemmli Puffers das untere Ende des Gels erreicht hatte, wurde
die Auftrennung beendet, die Gele aus der Kammer genommen und fiir das weitere
Membranblotting in einem Transferpufferbad (Bjerrum-Schéafer-Nilson: 48 mM TRIS Base, 39
mM Glycin, 10 % Methanol, pH 9,2; Roth) dquilibriert.

Das sogenannte Semidryblotting, also der horizontale Proteintransfer, erfolgte in einer Trans-
Blot Turbo Apparatur (BioRad). Um Oberflachenladungen auszugleichen, wurde die
hydrophobe Polyvinyliden-Difluorid-Membran, welche eine hohe Proteinbindekapazitat
aufweist, fur 20 s in Methanol gebadet und sofort mit Aqua dest. gespult. AnschlieRend erfolgte
eine Aquilibrierung fur 10 Minuten im Transferpuffer. Die aquilibrierte PVDF-Membran wurde
zusammen mit dem Gel luftblasenfrei zwischen Transferpuffer getrédnkten Filterpapieren
(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) in die Blotkassette eingelegt. Die Kassette wurde so in
der Blotkammer ausgerichtet, dass durch den Stromfluss ein Proteintransfer vom Gel zur
Membran mdglich ist. Im weiteren Verlauf wurde ein stabilisierter Gleichstrom
(Anfangsstromstarke 1,3 A/Gel) bei einer konstanten Spannung von 25 V fir 7 Minuten
angelegt. Die nun proteinbeladene Membran wurde Uber Nacht in TRIS-buffered saline with
Tween20 (TBS-T)-Puffer (1,5 mM TRIS Base pH 7,5, 1 % NaCl, 0,01 % Tween 20; Roth) bei

4 °C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt.

Um die Targetproteine zu detektieren, erfolgte eine spezifische Antikorperfarbung der auf die
Membran transferierten Proteine. Die Antikorperfarbung der Membran wurde auf einem
Horizontalschittler (Heidolph Polymax 1040, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
durchgefiihrt. Die in TBS-T (ber Nacht zwischengelagerten Membranen wurden nun dreimal
mit TBS-T gewaschen und anschlieRend fir 30 Minuten mit einer 5 %igen Milchpulverlésung
(Blotting Grade Blocker non-fat dry milk, BioRad) zur Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen inkubiert. Nach 3 Waschgangen mit TBS-T wurden nun die entsprechenden

Primdrantikorper nach einem spezifisch vorgegebenen Zeitschema inkubiert.
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Antikorper

Klon/Spezies

Bezugsquelle

Verdinnung/Inkubation

CD31

Monoklonal Maus

D11, Santa Cruz
Biotechnology,

1:10 Uber Nacht bei 4 °C +
1:50 fir 3,5 Stunden bei

Heidelberg, RT
Deutschland

VEGF Polyklonal Kaninchen  A20, Santa Cruz 1:10 Gber Nacht bei 4 °C +
Biotechnology 1:50 fur 3,5 Stunden bei
RT
OPG Polyklonal Kaninchen  Bioss, Biozol 1:100 tber Nacht bei 4 °C
Diagnostica, Eching, + 1:300 fir 3,5 Stunden
Deutschland bei RT
RANKL Polyklonal Kaninchen ~ Abcam 1:50 uber Nacht bei 4 °C +
1:300 fir 3,5 Stunden bei
RT
B-Actin Monoklonal Maus Sigma 1:5000 fir 3,5 Stunden bei
RT

Tab.4: Priméarantikdrper fir den Western Blot

Priméarantikérper Sekundarantikorper Bezugsquelle Verdunnung
Inkubation

CD31 Ziege-anti-Maus DakoCytomation, 1:1500 fur 1,5 h
IgG-POD Glostrup, Dédnemark

VEGF Ziege-anti-Kaninchen R&D Systems, 1:1000 fur 1,5 h
IgG-POD Wiesbaden,

Deutschland

OPG Ziege-anti-Kaninchen R&D Systems 1:1000 fur 1,5 h
lgG-POD

RANKL Ziege-anti-Kaninchen R&D Systems 1:1000 fir 1,5 h
lgG-POD

B-Actin Ziege-anti-Maus Dako 1:1500 fir 1,5 h

1gG-POD

Tab.5: Sekundarantikorper fur den Western Blot
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Nach weiteren 3 Waschgangen mit TBS-T erfolgte die 2-stindige Inkubation mit
unterschiedlich stark verdiinnten Sekundérantikérpern.

Im weiteren Verlauf wurden die Membranen 5 mal in TBS-T gewaschen und anschlieRend der
0.9. Chemilumineszenzreaktion unterzogen (ECL Western Blotting Analysis System, GE

Healthcare, Freiburg, Deutschland).

Die emittierten Signale der Membranen wurden mittels Enhanced Chemiluminescence Imager
(ECL) (ChemoCam Imager 3.2, Intas, Gottingen, Deutschland) detektiert. Als interner Standard
zur Uberpriifung der Proteinbeladung wurde der monoklonale Antikérper gegen ubiquitares p-

Actin (Sigma-Aldrich) eingesetzt.

Die quantitative Analyse der Proteinmuster erfolgte durch die densitometrische Bestimmung
der Lichtabsorption, wobei die optische Dichte der Banden iber deren Ausdehnungsflédche
analysiert und digitalisiert wurden. Die ermittelte optische Dichte wurde auf gleiche p-Actin-

Konzentrationen korrigiert.

3.3. Statistik

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Nach der Uberpriifung der Normalverteilung wurden im Falle parametrischer Daten
bei 2 Untersuchungsgruppen ein ungepaarter t-Test und bei mehreren Untersuchungsgruppen
ein einseitiger ANOVA, jeweils gefolgt von einem Student-Newman-Keuls Test zum
paarweisen Vergleich, durchgefihrt. Fur Mehrfachvergleiche wurde eine Bonferroni-
Abgleichung durchgefuhrt. Bei nicht-parametrischer Datenlage erfolgte der Vergleich zweier
Gruppen mittels Mann-Whitney Rangsummentest, wohingegen Vergleiche mehrere
Untersuchungsgruppen mittels einseitiger ANOVA, gefolgt von einem Dunn’s Test,
durchgefiihrt wurden. Auch hier erfolgte eine Bonferroni Abgleichung. Die Statistik wurde mit
Hilfe der Software SigmaPlot 11.0 (Systat Software, San Jose, USA) durchgefiihrt. Um eine

statistische Signifikanz anzuzeigen wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Morphologie und Viabilitat kultivierter MVF

In TRH eingebettete MVF zeigten iber den Beobachtungszeitraum von 7 Tagen eine stabile
GeféaR-morphologie bei entsprechend hohem Anteil a-SMA+ GeféRe. Im Gegensatz hierzu
zeigten Kontrollen einen zunehmenden Verlust a-SMA+ Gefal3e (Abb. 22 und 23). Die Anzahl
an a-SMA+ MVF war in Proben der Gruppe TRH+MVF nach 7 Tagen signifikant hoher als in

der Kontrollgruppe (Abb. 23).
0d

Abb.22: Immunhistochemische Charakterisierung der MVF in freier Zellkultur (a, ¢) und eingebettet in TRH (b, d) zum
Zeitpunkt Tag 0 (a, b) und Tag 7 (c, d). Zellkerne (blau), CD31+ Endothelzellen (griin) und eine stabilisierende a-SMA+

Schicht (rot) sind erkennbar. Der Mal3stabbalken zeigt eine Distanz von 10 pm.

a-SMA+ MVF [%]

3
[d]
Abb.23: Prozentualer Anteil an a-SMA+ MVF im zeitlichen Verlauf. Freie MVF (Kontrolle) im Nahrmedium (weiRRer Balken)

und in TRH eingebettete MVF (TRH+MVF; schwarzer Balken) sind dargestellt. Die Daten stellen Mittelwerte £ SEM dar (* p
< 0,05).

Die immunhistochemische Markierung von Casp-3 zeigte, dass die Einbettung von MVF in
TRH zu einer geringeren Expression von Casp-3+ Zellen im Vergleich zu Kontrollen fihrt.
Dies galt sowohl fur Endothelzellen (Abb. 24 und 25), als auch fur perivaskulare Zellen (Abb.

26 und 27).
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Abb.24: Immunhistochemische Charakterisierung der MVF von Kontrollen (a, ¢) und eingebettet in TRH (b, d) zum Zeitpunkt
Tag 0 (a, b) und Tag 7 (c, d). Zellkerne (blau), CD31+ Endothelzellen (griin) und Casp-3+ Zellen (rot) sind erkennbar. Die
Pfeile zeigen Casp-3 positive Endothelzellen. Der MaRstabbalken zeigt eine Distanz von 10 pm.

Casp-3+ Endothelzellen [%]

0 3

[d]

Abb.25: Prozentualer Anteil an Casp-3+ Endothelzellen im zeitlichen Verlauf jeweils zu Tag 0, 3 und 7. Freie MVF (Kontrolle)
im Néhrmedium (weiRer Balken) und in TRH eingebettete MVF (TRH+MVF; schwarzer Balken) sind dargestellt. Die Daten
stellen Mittelwerte + SEM dar (* p < 0,05).

Abb.26: Immunhistochemische Charakterisierung der MVF in freier Zellkultur (a, c¢) und eingebettet in TRH (b, d) zum
Zeitpunkt Tag 0 (a, b) und Tag 7 (c, d). Zellkerne (blau), CD31+ Endothelzellen (griin) und Casp-3+ Zellen (rot) sind
erkennbar. Die Pfeile zeigen Casp-3+ perivaskulare Zellen. Der MafRstabbalken zeigt eine Distanz von 10 pm.
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Abb.27: Prozentualer Anteil an Casp-3+ perivaskulare Zellen im zeitlichen Verlauf jeweils zu Tag 0, 3 und 7. Freie MVF

(Kontrolle) im Nahrmedium (weilRer Balken) und in TRH eingebettete MVF (TRH+MVF; schwarzer Balken) sind dargestellt.
Die Daten stellen Mittelwerte = SEM dar.

4.2. Postoperativer Verlauf

Unmittelbar postoperativ. wurden die Versuchstiere bis zum Erlangen des volligen
Bewusstseins beobachtet. Wahrend der weiteren Standzeit von 14 bzw. 35 Tagen wurden die
Tiere taglich Uberwacht. Gelegentlich war am ersten postoperativen Tag eine leicht verminderte
Aktivitat sowie eine Schonhaltung des operierten Beins zu erkennen, welche sich jedoch
spatestens am zweiten postoperativen Tag bis zur schmerzadaptierten Vollbelastung besserte.
Das Verhalten der Tiere konnte anschlieBend dem praoperativen physiologischen Verhalten
ohne Beeintrachtigungen des Bewegungsablaufes oder anderen Schmerzzeichen gleichgesetzt

werden.

Als postoperative Ausschlusskriterien galten eine nachgewiesene Knochen- bzw.
Weichteilinfektion, eine signifikante Gewichtsabnahme, eine radiologisch nachgewiesene

Implantatdislokation sowie sonstige pathologische Verédnderungen der operierten Extremitat.

Futter sowie Trinkwasser wurden postoperativ von allen Tieren in angemessener Menge

aufgenommen.

4.3. Makroskopischer Befund

Nach Ablauf der jeweiligen Standzeit wurden die explantierten Femora auf eventuelle

Pathologien hin untersucht. Besondere Achtung galt bei der makroskopischen Untersuchung

den femoro-patellaren und femoro-tibialen Gelenkverhéltnissen, der Beinmuskulatur sowie der
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Lokalisation der Osteotomie. Bei keinem der Tiere fanden sich Hinweise auf Infekte,
Wundheilungsstérungen, Muskelatrophien, Kniegelenksluxationen oder andere postoperative
Ausschlusskriterien. Alle in die Studie aufgenommenen Tiere wiesen in der makroskopischen
Begutachtung sowie in den Rontgenaufnahmen eine korrekte Lage und einen festen Sitz des

Osteosynthesematerials auf.

Nach Resektion des Weichteilmantels und vorsichtiger Entfernung zunachst des Pins und
nachfolgend des Clips wurde die Uberbriickung des Osteotomiespaltes untersucht. Bei den
Tieren mit einer Standzeit von 14 Tagen zeigte sich in der Kontrollgruppe sowie der Gruppe
TRH eine leichte, schlaffe Uberbriickung, jedoch ohne deutliche Kallusformation. Im Vergleich
hierzu fand sich bei der Gruppe TRH+MVF eine dem intraoperativen Befund kaum

abweichende Situation.

Nach einer 35 tagigen Standzeit wiesen die Knochen der Gruppen TRH und Kontrolle einen
vergleichbaren Zustand mit makroskopischen Zeichen einer kndchernen Uberbriickung der
Osteotomie auf. Der Knochen war nach Implantatentfernung deutlich stabiler als in der Gruppe
TRH+MVF. Femora dieser Gruppe zeigten keine bzw. kaum Zeichen der knochernen
Knochenheilung, sondern wiesen eine sehr instabile und bindegewebige Durchbauung der

Osteotomie auf.

4.4, Radiologie

44.1. RoOntgen

Sowohl direkt postoperativ, als auch nach der jeweiligen Standzeit wurden die Femora
rontgenologisch untersucht. Dadurch konnten die korrekte Implantatlage sowie weitere
Ausschlusskriterien zu Beginn und am Ende des Beobachtungszeitraums tberpruft werden.

Erwartungsgemal konnte in keiner der Gruppen nach 14 Tagen eine knocherne Uberbriickung

des Osteotomiespats beobachtet werden (Abb. 28).

Interessanterweise zeigten Femora der Gruppe TRH+MVF im Gegensatz zu Knochen der
Gruppe TRH und Kontrollen auch nach 35 Tagen eine fehlende knécherne Durchbauung des
Osteotomiespalts (Abb. 29).
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Abb.28: Postoperative Rontgenaufnahmen der osteotomierten Femora mit einem Defekt von 0,25mm 14 Tage (a,c,e) und. 35
Tage(b,d,f) nach Stabilisierung mittels Pin-Clip-Technik. Dargestellt sind Femora der Kontrollgruppe (a,b), unbeladenes TRH
(c,d) und TRH+MVF Gruppe (e,f). Der MaBstabbalken zeigt eine Distanz von 2 mm.

4.4.2.  Mikrocomputertomographie

Tiere mit einer Standzeit von 14 Tagen zeigten keine signifikanten Unterschiede der
Knochenvolumina innerhalb der einzelnen Gruppen (Abb. 30).

Abb.29: Représentative dreidimensionale pCT-Rekonstruktionen der Femora der Kontrollgruppe (a, d), der Gruppe TRH (b,

e) und der Gruppe TRH+MVF (c, f) 14 Tage (a, b, ¢) und 35 Tage (d, e, f) postoperativ. Der MaRstabbalken zeigt eine Distanz
von 2 mm.

Nach einer Standzeit von 35 Tagen zeigten Tiere der Gruppe TRH+MVF signifikant weniger
Knochenvolumen im Vergleich zu TRH und Kontrollen (Abb. 31).
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Abb.30: Knochenvolumen innerhalb der ROI von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF
14 Tage postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar.
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Abb.31: Knochenvolumen im innerhalb der ROl von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF
35 Tage postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar. (* p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH).

Die BMD ergab in keiner Gruppe fir die jeweiligen Standzeiten signifikante Unterschiede

(unveroffentlichte Daten).

4.5, Biomechanik

Die Biegesteifigkeit der Femora zeigte nach einer Standzeit von 14 Tagen in allen Gruppen
Werte von < 12 % im Verhaltnis zur gesunden Gegenseite (Abb. 32). Doch selbst zu diesem
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frihen Zeitpunkt zeigten Femora der Gruppe TRH+MVF signifikant verminderte Werte im
Vergleich zur TRH Gruppe.
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Abb.32: Relative Biegesteifigkeit von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF 14 Tage
postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar (# p < 0,05 vs. TRH).

Nach einer Standzeit von 35 Tagen war die relative Biegesteifigkeit in der Kontrollgruppe und
der TRH Gruppe auf etwa 50 % zur Gegenseite angestiegen. Im Gegensatz dazu zeigten Tiere

der Gruppe TRH+MVF eine signifikant verminderte Biegesteifigkeit von etwa 13 % (Abb. 33).
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Abb.33: Relative Biegesteifigkeit von Femora der Kontrollgruppe , der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF 35 Tage
postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte £ SEM dar (* p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH).

4.6. Histologie und Histomorphometrie

In der HE Farbung zeigte sich im Kallus der TRH+MVF Gruppe im Vergleich zu Kallusgewebe
der Gruppe TRH und zur Kontrolle sowohl nach 14, als auch nach 35 Tagen, eine signifikant
hohere Anzahl an Geféalien (Abb. 34 - 36).
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Abb.34: HE Féarbung von Kallusgewebe der Kontrollgruppe (a,b), der Gruppe TRH (c,d) und der Gruppe TRH+MVF (e f) 14
Tage (a,c,e) und 35 Tage (b,d,f) postoperativ. Bindegewebe (bg), Knorpelgewebe (kn) und trabekuldres Knochengewebe (tk)
sind gekennzeichnet. Die Pfeile zeigen angeschnittene Gefél3e. Der Mal3stabbalken zeigt eine Distanz von 50um.
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Abb.35: Anzahl GefaRe / HPF in Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH, und der Gruppe TRH+MVF 14 Tage
postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar (*p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH)
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Abb. 36: Anzahl GefaRe / HPF in Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF 35 Tage
postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte £ SEM dar (* p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH)

14d 35d

Abb.37: Repréasentative histologische Bilder nach Safranin-O / Fast-Green Farbung von Femora der Kontrollgruppe (a, b),
der Gruppe TRH (c, d) und der Gruppe TRH+MVF (e, f) 14 Tage (a, ¢, €) und 35 Tage (b, d, f)postoperativ. Bindegewebe (bg),
Knorpelgewebe (kn) und trabekuldrer Knochen (tk), corticaler Knochen (co) sowie die Bohrlécher des Clips (cl) sind
gekennzeichnet. Der Mal3stabbalken zeigt eine Distanz von 500 pm.
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Die histomorphometrische Auswertung des Kallusgewebes zeigte hinsichtlich der
Gesamtkallusflache keinen signifikanten Unterschied zwischen den 3 Gruppen, 14 Tage
(TRH+MVF: 45 = 0,5; TRH: 3,6 = 0,4; Kontrolle: 3,5 = 0,4; p > 0,05) und 35 Tage
(TRHxMVF: 3,2 £ 0,4; TRH: 3,0 £ 0,6; Kontrolle: 2,9 £ 0,3; p > 0,05) postoperativ.

Die Kalluszusammensetzung zeigte nach einer 14 tagigen Standzeit zwar im Kallusgewebe von
Tieren der Gruppe TRH+MVF im Vergleich zur Gruppe TRH und Kontrolle eine reduzierte
Knochen- und Knorpelfraktion, jedoch blieben die Unterschiede ohne Signifikanz (Abb. 37 und
38).
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Abb.38: Kalluszusammensetzung 14 Tage postoperativ in der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF.
Weiler Balkenanteil = Bindegewebe, grauer Balkenanteil = Knorpelgewebe, schwarzer Balkenanteil = Knochengewebe. . Die
Daten stellen Mittelwerte + SEM dar.

Nach einer 35 tagigen Standzeit zeigte die Kalluszusammensetzung in der Gruppe TRH+MVF
21,7 = 29 % Knochengewebe im periostalen Kallusgewebe, wohingegen die
Kalluszusammensetzung in der Gruppe TRH und in der Kontrolle eine signifikant grofiere
Fraktion Knochengewebe im Kallus zeigte. Der Anteil an Bindegewebe war in der Gruppe
TRH+MVF konsekutiv erhoht, bei nicht signifikant verandertem Anteil von Knorpelgewebe
(Abb. 37 und 39).
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Abb.39 Kalluszusammensetzung 35 Tage postoperativ in der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF.
Weiler Balkenanteil = Bindegewebe, grauer Balkenanteil = Knorpelgewebe, schwarzer Balkenanteil = Knochengewebe. Die
Daten stellen Mittelwerte £ SEM dar (* p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH).

Dementsprechend war der Uberbriickungsscore nach einer Standzeit von 14 Tagen in Femora

der Gruppe TRH+MVF vermindert, wenngleich nicht signifikant verandert (Abb. 40).
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Abb.40: Uberbriickungsscore des Osteotomiespalts der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF 14 Tage
postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar.

Der Uberbriickungsscore in Femora der Gruppe TRH+MVF war nach einer Standzeit von 35
Tagen im Vergleich zu Femora der anderen Gruppen signifikant vermindert. Wahrend Femora

in dieser Gruppe lediglich Werte von 0,6 = 0,3 aufwiesen, zeigten Femora der Gruppen TRH
und Kontrollen Werte > 3 zeigten (Abb. 41).
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Abb.41: Uberbriickungsscore des Osteotomiespalts der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe TRH+MVF 35 Tage
postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar (* p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH).

Die TRAP-Farbung zur Beurteilung der Osteoklastenaktivitat zeigte 14 Tage postoperativ eine

signifikant hohere Anzahl TRAP+ Zellen im Kallus der Gruppe TRH+MVF im Vergleich zu
den beiden anderen Gruppen (Abb. 42 und 43).

14d

Abb.42: Représentative histologische Bilder von TRAP-gefarbtem Kallusgewebe der Kontrollgruppe (a), der Gruppe TRH (b)
und der Gruppe TRH+MVF (c) 14 Tage postoperativ. TRAP+ Zellen (Pfeile) sind markiert. Der MaRstabbalken zeigt eine
Distanz von 50 pm.
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Abb.43: Anzahl an TRAP+ Zellen im Kallusgewebe von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der Gruppe
TRH+MVF 14 Tage postoperativ. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM dar (* p < 0,05 vs. Kontrolle) (# p < 0,05 vs. TRH).

4.7. Western Blot

Die Western Blot Analyse 14 Tage postoperativ ergab eine signifikant hthere Expression des
Endothelzellmarkers CD31 in der Gruppe TRH+MVF im Vergleich zu den anderen Gruppen
(Abb. 44) und ergab somit Anhalt flir eine verbesserte Vaskularisation im Osteotomiespalt der
Gruppe TRH+MVF zu diesem friihen Zeitpunkt.
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Abb.44: Western Blot Analyse der CD31 Expression im Kallus von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der
Gruppe TRH+MVF 14 Tage postoperativ.
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Hingegen war der angiogene Wachstumsfaktor VEGF im Kallusgewebe von Proben der
Gruppe TRH+MVF signifikant vermindert exprimiert (Abb. 45).
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Abb.45: Western Blot Analyse der VEGF Expression im Kallus von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der
Gruppe TRH+MVF 14 Tage postoperativ.

Die Expression von OPG zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 3 Gruppen
(Abb. 46).
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Abb.46: Western Blot Analyse der OPG Expression im Kallus von Femora Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und
der Gruppe TRH+MVF 14 Tage postoperativ.
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Die Expression von RANKL war in der Gruppe TRH+MVF deutlich erhéht im Vergleich zu
den Gruppen TRH und Kontrolle (Abb. 47).
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Abb.47: Western Blot Analyse der RANKL Expression im Kallus von Femora der Kontrollgruppe, der Gruppe TRH und der
Gruppe TRH+MVF 14 Tage postoperativ.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methoden

Die Knochenheilung ist ein komplexer biologischer Prozess, der eine Interaktion
unterschiedlicher knochenfremder Gewebetypen wie z. B. des Periosts, des GefaRsystems und
des periossdren Weichteilgewebes erfordert. Dieses Zusammenspiel wird wéhrend der
unterschiedlichen Phasen der Frakturheilung durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Das
ossare micro-environment ist aufgrund der Komplexitat in vitro nur schwer reproduzierbar
(Friedman et al., 1996). Wahrend die Viabilitdt von MVF in TRH in einem ersten Schritt in
vitro untersucht werden konnte, war fiir die weitere Studie die Untersuchung am Tiermodell

notwendig.

Anatomisch besitzt die Maus im Gegensatz zum Menschen kein Havers-System. Hinsichtlich
der Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Studien an der Maus auf den Menschen ist dies als
Nachteil zu werten. Jedoch finden sich Parallelen der beiden Spezies im Remodelingprozess
wie z. B. bei der Ausbildung sogenannter Resorptionshéhlen im Rahmen der murinen
Frakturheilung (Nunamaker, 1998). Dariiber hinaus bieten Studien an der Maus aufgrund der
relativ glinstigen Zucht- und Haltungskosten und der hiermit verbundenen Durchfuhrbarkeit
von Studien mit grolRer Gruppenstarke einen Vorteil. Zusatzlich ist das Genom der Maus bereits
vollstéandig entschliisselt und daher eine grofRe Anzahl transgener Stamme sowie spezifischer
Antikorper fir die Maus verfligbar (Rossant & Nagy, 1995). Vor diesem Hintergrund
entschieden wir uns in der vorliegenden Arbeit zur Verwendung von ausgewachsenen CD-1

Mausen als Versuchstiere.

Das mittels Langslaparotomie standardisiert gewonnene epididymale Fettgewebe der Maus ist
ein etabliertes Verfahren zur Isolation von MVF (Laschke et al., 2012). MVF kénnen angesichts
des ubiquitdren Vorkommens von GefaRen aus vielen Gewebearten isoliert werden (Laschke et
al., 2015). Fettgewebe bietet jedoch aufgrund dessen Entbehrlichkeit und des einfachen
Zugangsweges einen Vorteil gegenuber anderer Gewebearten. Dartiber hinaus wirde
Fettgewebe auch im Rahmen einer potenziellen klinischen Anwendung als geeignete Quelle
von Geféalifragmenten in Frage kommen (Laschke et al., 2015) (Nunes et al., 2010). Wir
entschieden uns daher fur epididymales Fettgewebe als Quelle von GeféRfragmenten.

Ahnlich den in dieser Studie verwendeten MVF sind stromale vaskulare Fraktionen (SVF). SVF

ermoglichen ebenso die Ausbildung eines mikrovaskuldren Netzwerks und koénnen aus
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Nebenhodenfettgewebe (NHF) isoliert werden. Jedoch werden fiir die enzymatische Digestion
im Rahmen des Isolationsprozesses von SVF aus NHF ca. 45 - 60 Minuten beansprucht,
wohingegen die Isolation der MVF lediglich 8 bis 10 Minuten bendtigt (Weisberg et al., 2003).
Dies fiihrt dazu, dass MVF aus einer Mischung unterschiedlicher GefaRanteile bestehen, die
unmittelbar an das bestehende Geféalinetzwerk Anschluss finden kénnen (Laschke & Menger
2015), wohingegen bei SVF einzelne Zellen isoliert werden, die zundchst Gefal3fragmente
bilden mussen, um sich mit dem autochthonen Gefalinetzwerk verbinden zu kénnen (Koh et
al., 2011). Folglich ist anzunehmen, dass diese Anbindung bei SVF langer als bei MVF dauert.
Fur eine adaquate Knochenheilung ist die Ausbildung eines mikrovaskuldren Netzwerks im
Kallusgewebe essenziell um den initial bindegewebigen und knorpeligen Kallus zu
Geflechtknochen ausreifen zu lassen. Hierfur ist eine gute VVersorgung des Kallus mit Sauerstoff
und Nahrstoffen von Noten, welche durch eine gute Vaskularisierung erreicht werden kann
(Shapiro, 2008). Da durch MVF eine schnellere Perfusion des Kallusgewebes angenommen

werden kann als fur SVF, haben wir uns in dieser Studie fir MVF entschieden.

Aus Fettgewebe isolierte MVF stellen ein Gemisch verschiedener Gefalsubtypen dar und
bestehen aus Arteriolen, Kapillaren und Venolen mit all deren speziellen Eigenschaften
(Hoying et al., 1996) (Laschke & Menger, 2015). Die durchschnittliche Lange der Fragmente
betragt ca. 21 - 50 um und es bestehen keine signifikanten Unterschiede in deren Eigenschaften
bei Méusen mit einem Alter bis zu 12 Monaten (Spéater et al., 2017). MVF beinhalten
mesenchymale Stammzellen und setzen unter kontrollierten Bedingungen einer Zellkultur
mehrere pro-angiogene Wachstumsfaktoren frei. MVF sind also nicht nur inaktive
GeféaRbestandteile, sondern verfligen auch tber ein grofRes regeneratives Potenzial (Laschke et
al., 2012) (Laschke & Menger, 2015).

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten wir nachweisen, dass MVF nach Kultivierung in
TRH eine verringerte Apoptoserate gegeniiber MVF ohne TRH aufwiesen, sodass wir TRH als
geeignete Trégersubstanz fir MVF einstuften. Obwohl hiermit keine Aussage zu einer
moglichen Proliferationsrate von Zellen in TRH getroffen werden kann, erscheint uns die
Kultivierung in vitro inkl. immunhistochemischer Casp-3-Farbung zur Analyse der Viabilitét
von MVF in TRH geeignet.

Neben der Analyse des Apoptoseverhaltens sollte die Stabilitat und Integritat der MVF im TRH
untersucht werden. Die Reifung kleiner GeféaRRe sowie die Ausbildung von Perizyten und glatter
Muskulatur kann durch Nachweis des SMA-Proteins erfolgen (Nehls & Drenckhahn, 1991)
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(Hellstrom et al., 2001). Wir entschieden uns daher in der vorliegenden Studie fir eine a-SMA
/ CD31 Doppelimmunfluoreszenz-Féarbung. In vitro wurden die Proben unmittelbar nach
Einbettung (Tag 0), sowie nach Inkubation von 3 bzw. 7 Tagen analysiert. Der Zeitpunkt Tag
0 diente hierbei als interne Kontrolle des Isolations- und Einbettungsprotokolls sowie als
Ausgangswert fur die Folgezeitpunkte. Die beiden Folgezeitpunkte représentieren Zeitpunkte
zur Beurteilung der Gefalintegritat und des Apoptoseverhaltens im zeitlichen Verlauf. Nach
entsprechendem Nachweis in vitro, dass das hier verwendete Hydrogel als Tragersubstanz fir
MVF geeignet ist, wurde die Wirkung von TRH und MVF auf die Knochenheilung in vivo

untersucht.

Die mechanischen Gegebenheiten sind bekanntlich von groRer Bedeutung fir die
Knochenheilung (Claes et al., 1998). Studien mit instabiler Osteosynthese bilden daher nur sehr
eingeschrankt das klinische Bild einer Osteosynthese wider und sind daher nur sehr
eingeschrankt aussagekraftig und tbertragbar. Das von unserer Arbeitsgruppe entwickelte Pin-
Clip-Modell stellt im Vergleich zur instabilen Pin-Osteosynthese eine Methode dar, welche die
biomechanische Stabilitat im Vergleich zu rein intramedullaren Fixierungen signifikant
verbessert (Garcia et al., 2008b).

Im vorliegenden Pin-Clip Modell konnte durch Implantation des zuerst eingebrachten
intramedullaren Pins die axiale Stabilitdt gesichert werden. Im Anschluss wurde zur
Rotationsstabilisierung der Clip tber einen lateralen Zugang eingebracht. Die nachfolgend

induzierte Osteotomie erfolgte ebenfalls standardisiert.

Der Nachteil des Pin-Clip-Modells besteht, wie bei allen offenen Modellen, im héheren Grad
der Invasivitat im Vergleich zu den geschlossenen Frakturmodellen, die zum Teil nur Giber einen
kleinen parapetallaren  Schnitt operiert werden koénnen. Trotz der invasiveren
Operationsmethode konnten wir bereits nach dem ersten bzw. zweiten postoperativen Tag einen
physiologischen Bewegungsablauf der Tiere beobachten, sodass von einer adaquaten Belastung

der operierten Extremitat bei korrekter Implantatlage ausgegangen werden kann.

Retrospektiv kann das gewahlte Tiermodell ohne wesentliche Einschrankungen als
reproduzierbar und fir die Fragestellung geeignet beurteilt werden. Auch fur Folgeversuche

wirden wir das Pin-Clip-Modell nutzen.

Die fur den Eingriff notige Allgemeinnarkose wurde wie vorab erwahnt mit Xylazin und
Ketamin durchgefiihrt. Es handelte sich um eine einfach durchzufiihrende intraperitoneale
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Injektion. Die Dauer der Narkose belief sich in etwa auf 30 Minuten und erwies sich flr den

durchgefiihrten Eingriff und die intra- bzw. postoperativen Rontgenkontrollen als suffizient.

Im Rahmen der Femur-Explantation konnten die Proben auf Anzeichen von Infekten oder

anderen unerwarteten Pathologien hin untersucht werden.

Auf Grundlage vorangegangener Studien (Bourque et al., 1992) (Hiltunen et al., 1993b) wurden
die Standzeiten auf 14 bzw. 35 Tage festgelegt. Die Knochenheilung der Maus verlauft
nachweislich schneller als die des Menschen (Bourque et al., 1992). 2004 konnte von
Manigrasso und O’Connor in einem Modell der ungestorten Frakturheilung gezeigt werden,
dass es bei der Maus bereits nach 14 Tagen zur maximalen Kallusbildung kommt. Nach 35
Tagen ist die physiologische Knochenheilung bereits im fortgeschrittenen Stadium des
Remodelings (Bourque et al, 1992) (Hiltunen et al., 1993) (Manigrasso & O’Connor, 2004).
Hierdurch ist es in der vorliegenden Studie mdoglich, die Knochenheilung in den
unterschiedlichen Gruppen sowohl zu einem friihen als auch zu einem spaten Zeitpunkt zu

untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Knochenheilung nach den oben erwéhnten
Zeitabschnitten ~ mittels  radiologischer, biomechanischer, histologischer  und
proteinbiochemischer Methoden untersucht. Generell ist es mdglich die Knochenheilung am
lebenden Tier zu analysieren. Hierfir stehen moderne Methoden wie z. B. die p-
Positronenemissionstomographie und p-Magnetresonanztomographie und neue Techniken der
molekularen Biolumineszenz- oder Nukleartomographie zur Verfligung. Hiermit kdnnen
Aussagen zu Gewebemorphologie, Genexpression, Proteindegradation, Zellmigration und
Zelltod in vivo getroffen werden (Lee et al., 2009) (Lu et al., 2005) (Zachos et al., 2007).

Radiologisch etablierte Verfahren sind neben der konventionellen Réntgenaufnahme vor allem
die 2D und 3D pCT. Der Nachteil des konventionellen Rontgenbilds ist, dass es sich um eine
2D Ubersichtsaufnahme des Knochens handelt und somit lediglich eine Aussage zu GréRe und
Dichte des Kallus zulésst (Augat et al., 2005) (Garcia et al., 2008) (Holstein et al., 2007). Die
MCT bietet darlber hinaus die Mdoglichkeit der 3D Rekonstruktion sowie der genauen
Dichteermittlung des Kallus und ermdglicht somit die bessere Zuordnung des Gewebetyps und
dessen Quantifizierung (Holstein et al., 2007) (Cano et al., 2008).

In unserer Arbeit haben wir sowohl die konventionelle Rontgendiagnostik als auch die uCT
eingesetzt. Die Rontgenaufnahme diente unmittelbar postoperativ und auch zum Zeitpunkt der

Totung der Uberprifung der korrekten Implantatlage und zum Ausschluss von
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Exklusionskriteriten. Die uCT diente vor allem der Erfassung des Knochenvolumens und der
genaueren Spezifizierung des Kallus. Mittels 3D Rekonstruktion konnte der Defektspalt
multiplanar untersucht und die Durchbauung der Osteotomie besser visualisiert und

quantifiziert werden.

Zur Untersuchung der Biomechanik des Femurs gibt es mehrere Moglichkeiten. In der
vorgelegten Studie wurde die Biegesteifigkeit des Knochens mittels nicht destruktiver 3-Punki-
Biegung bestimmt. Diese biomechanische Testung ist ein etabliertes Verfahren, welches die
Berechnung der Biegesteifigkeit anhand eines Kraft-Weg-Diagramms ermdglicht (Histing et
al., 2009). Es handelt sich hierbei um eine zerstérungsfreie Methode, sodass die Knochen
anschlieBend fur weitere Analysen wie z. B. die histologische Aufarbeitung zu Verfiigung
stehen. Die fur die Studie bendtigte Anzahl an Versuchstieren kann hierdurch im Vergleich zu
einer destruktiven Methode reduziert werden. Ein Nachteil der 3-Punkt-Biegung ist, dass die
maximale Belastung lediglich Gber einem isolierten Punkt des Knochens gemessen wird. Im
Gegensatz dazu ermdglicht eine 4-Punkt-Biegung, die Messung Uber eine grofiere Fléche
durchzufuhren, was im Vergleich zur 3-Punkt-Biegung biomechanisch gunstiger ist (Burstein
et al., 1971). Jedoch sollte die Lange des Knochens hierfiir mindestens das 16-fache des
Durchmessers betragen um Messungenauigkeiten vorzubeugen (Manigrasso & O’Connor,
2004). Das durchschnittliche Femur einer Maus misst ca. 2 mm, die Ladnge des Knochens
misste also ungefahr 32 mm betragen um solche Messfehler zu verhindern. Aufgrund einer
durchschnittlich deutlich kleineren Femurlange von etwa 16 mm haben wir diese Methode nicht
verwendet. Darlber hinaus ware die Bestimmung einer Torsionssteifigkeit durch
Rotationstestung denkbar gewesen. Diese Methode hat gegeniiber einer 3-Punkt-Biegung den
Vorteil, dass ein typischer Frakturmechanismus mit Rotationskomponente imitiert werden
kann. Jedoch handelt es sich bei dieser Methode um ein destruktives Verfahren, sodass sich die
Anzahl der benétigten Versuchstiere nahezu verdoppelt hatte. Daher haben wir uns in der
vorliegenden Studie auf die 3-Punkt-Biegung als biomechanische Analyse konzentriert.

Der Goldstandard in der Analyse der Frakturheilung stellt die quantitative histologische
Analyse dar (Gerstenfeld et al., 2005). Zur standardisierten Analyse wurde das heterogene 3D
Konstrukt aus Femur, Fraktur und Kallusgewebe am maximalen Femurdurchmesser mittels
sagittaler, longitudinaler Schnittfihrung bearbeitet und das Gewebe an dieser Stelle analysiert.
Hierdurch konnten wir reproduzierbare und reprasentative Untersuchungen zu KallusgréRe und

-zusammensetzung durchfiihren (Garcia et al., 2008b) (Holstein et al., 2007).
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Eine histologische Auswertung der Frakturheilung kann sowohl am kalzifizierten als auch am
dekalzifizierten Knochen stattfinden. Der Nachteil einer Analyse am dekalzifizierten Knochen
ist, dass man nur schwer Aussagen uber den Kalkgehalt im Gewebe treffen kann (Gerstenfeld
et al., 2005). Trotzdem entschieden wir uns fir die Untersuchung am dekalzifizierten Knochen,
um diese Proben auch fir die histochemische Farbung zur Osteoklastenaktivitat verwenden zu

konnen. Zudem war es mit Hilfe dieser Proben auch mdglich, die Geféal3dichte zu bestimmen.

Da sowohl die Vaskularisierung als auch die Kalzifizierung des Kallus bereits nach einer etwa
zweiwdchigen Frakturheilung zu beobachten sind, fanden alle Western Blot Untersuchungen
nach einer 14 tagigen Studiendauer gemaR vorangegangener Studien statt (Bourque et al., 1992)
(Hiltunen et al., 1993b).

Um einerseits die korrekte Durchfiihrung der Transplantation von MVF zu verifizieren und die
Anwesenheit der Endothelzellen in der Gruppe TRH+MVF zu bestatigen, haben wir einen
quantitativen Nachweis des fiir Endothelzellen spezifischen CD31 Proteins mittels Western
Blot durchgefiihrt.

Von grol3er Bedeutung fir die Knochenheilung ist das Einsprieflen von neuen BlutgefaRen.
Hierdurch wird eine Weiterdifferenzierung mesenchymaler Zellen zu Chondrozyten wahrend
der sekundéren Frakturheilung ermdglicht (Caplan, 1990). Eines der Schliisselmolekaile fir die
Angiogenese im Rahmen der sekundédren Frakturheilung ist der oben beschriebene
Wachstumsfaktur VEGF (Brighton & Hunt, 1997) (Ferguson et al., 1999). Des Weiteren
beeinflusst VEGF die Mineralisierung, die Kalzifizierung und die Formierung des neuen
Knochengewebes direkt (Geiger et al., 2005) (Street et al., 2002). Um Gberprifen zu kénnen,
in welchem Ausmall VEGF im Kallusgewebe exprimiert wird und um somit Rickschlisse auf
Angiogenese und Knochenheilung in der friihen Heilungsphase treffen zu kdnnen, entschlossen
wir uns, in der vorliegenden Arbeit die Expression von VEGF mittels Western Blot zu

quantifizieren.

Dariiber hinaus wurde auch die Expression der zur Familie der Tumornekrose-Faktoren
gehorenden Proteine RANKL und OPG mittels Western Blot bestimmt. RANKL-defiziente
Méuse leiden an einer schweren Osteopetrose. Bei ihnen kann die Aktivierung, die
Differenzierung und das Uberleben der Osteoklasten nicht gewahrleistet werden (Kong et al.,
1999). Durch die Bindung von OPG an RANKL wird der aktivierende Effekt von RANKL auf
die Osteoklastogenese gehemmt. OPG besitzt also einen Osteoid-stabilisierenden Einfluss
(Hofbauer et al., 2000) (Takahashi et al., 1999). Um den Einfluss dieses Wechselspiels der
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beiden Proteine RANKL und OPG auf die Knochenheilung untersuchen zu kénnen, wurde

zusétzlich die Expression dieser Proteine mittels Western Blot analysiert.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnten wir nachweisen, dass TRH die Viabilitdt der
GeféaRfragmente in vitro erhélt und als Tragermedium fir MVF geeignet ist. Zudem konnten
wir in vivo anhand des bewdhrten Pin-Clip Modells, mit MVF beladenes TRH prézise in den
Osteotomiespalt applizieren. Hierdurch konnte die Vaskularisierung des Osteotomiespalts in
der frihen Phase der Knochenheilung verbessert werden. Entgegen unserer Hypothese fiihrte
dies zu einer verzdgerten Knochenheilung. Die alleinige Applikation von TRH im Vergleich

zur Kontrollgruppe beeinflusste die Knochenheilung nicht.

GemaR vorangegangener Studien konnten wir zeigen, dass ein Teil der MVF unmittelbar nach
Isolation a-SMA+ waren (Laschke et al., 2012) (Shepherd et al., 2004) (Hoying et al., 1996).
In vitro konnten in TRH eingebettete MVF tiber 7 Tage lang diese perivaskulére, stabilisierende
Zellmorphologie beibehalten. Im Gegensatz zeigte die Kontrollgruppe einen zunehmenden
Verlust von a-SMA (ber den Studienzeitraum. In Ubereinstimmung mit vorangegangenen
Studien scheint das Vorhandensein einer stabilisierenden 3D Matrix von essenzieller
Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Zellintegritat und Viabilitdt von GefélRen zu sein
(Laschke et al., 2016) (Ott et al., 2008) (Song et al., 2011). Interessanterweise ist dariiber hinaus
auch die Zusammensetzung einer solchen Matrix relevant. Shepherd et al. konnten zeigen, dass
die Beladung von Kollagen-Gelen mit MVF ebenfalls zu einem Verlust der stabilisierenden a-
SMA-Umbhdllung fuhrt (Shepherd et al, 2004). Um als Tragersubstanz erfolgreiche Anwendung
zu finden, sollte eine Matrix also optimalerweise die Viabilitat des inkorporierten biologischen
Materials gewahrleisten. In der vorliegenden Studie konnten wir in Proben der Gruppe
TRH+MVF weniger apoptotische Endothelzellen bzw. perivaskuldare Zellen in vitro
nachweisen. Folglich ermdglicht TRH eine gute Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff aus
der jeweiligen Umgebung. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit Mortisen et al., die eine hohe
Viabilitat fir in TRH eingebettete hTERT-BJ1 Fibroblasten nachweisen konnten (Mortisen et
al., 2010).

Ein weiterer Vorteil von TRH ist, dass es sich flexibel an die ortsspezifischen Gegebenheiten

anpassen und dort gemaR seiner thermoresponsiven Eigenschaft gelartig ausharten kann.
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Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass TRH ziigig in vivo abgebaut wird. Histologische
Analysen an osteotomierten Kaninchen-Humeri, deren Defekt mit TRH aufgeftllt wurde,
zeigten ein schaumiges und bléulich verfarbtes Zytoplasma der Makrophagen im Kallus auf.
Dies deutet auf den Abbau einer Fremdsubstanz hin. Bei dieser Substanz kdnnte es sich um den
nicht l6slichen poly(N-Isopropylacrylamid)-Anteil des TRH handeln (Ter Boo et al., 2018).
Nach vier Wochen konnten in diesem Modell keine substanziellen Uberreste des TRH mehr
beobachtet werden (Ter Boo et al., 2018). Der Abbau des eingesetzten TRH erfolgt hierbei vor

allem durch enzymatischen und oxidativen Abbau der HA (Mortisen et al., 2004).

Durch unsere vielversprechenden in vitro Ergebnisse wurde der Effekt von MVF-beladenem
TRH auf die Knochenbruchheilung in vivo analysiert. Es ist hinlanglich bekannt, dass eine
gestorte Durchblutung zu einem drastischen Anstieg der Rate an Pseudarthrosen fuhrt (Bahney
etal., 2015). Die Applikation von MVF als natlrliche VVaskularisierungs-Einheiten interagieren
schnell untereinander, integrieren sich ziigig in die autochthonen mikrovaskuléren Strukturen
und bilden damit ein gut durchblutetes mikrovaskuléres Netzwerk (Laschke & Menger, 2015)
(Shepherd et al., 2004) (Nakano et al., 1997). Analog hierzu konnten wir in unserer Arbeit im
Vergleich zu Kontrollfemora eine verbesserte Vaskularisierung im Kallus der TRH+MVF
nachweisen. Dies wurde mittels einer signifikant gesteigerten CD31 Expression im Kallus der
Femora 14 Tage postoperativ, sowie mittels der signifikant erhohten Anzahl an GeféaRen im
Kallus dieser Femora in der Histologie gezeigt. Entgegen unserer Erwartungen, wurde
hierdurch jedoch die Knochenheilung nicht geférdert, sondern die kndcherne Ausheilung wurde
sogar gestort. Dies wurde durch ein reduziertes Knochenvolumen, eine herabgesetzte
biomechanische Stabilitit und einen histologisch geringeren Uberbriickungs-Score

nachgewiesen.

Es ist moglich, dass die Ursache der gestorten Knochenheilung die signifikant reduzierte VEGF
Expression im Kallus der TRH+MVF Femora 14 Tage postoperativ war. VEGF ist ein starker
Stimulus fiir die Angiogenese und das enchondrale Knochenwachstum (Carano et al., 2003).
Wahrend sich in der ersten Phase der Frakturheilung das Frakturh&matom ausbildet, kommt es
in der zweiten Phase zur Rekrutierung von Entztindungszellen, Fibroblasten und Stammzellen.
Dies fuhrt zur Ausbildung eines weichen Kallus. In dieser Phase wird physiologischerweise
VEGF stark exprimiert, welches nicht nur fur die Angiogenese in dieser Phase, sondern auch
fur die ausreichende Kallusbildung und Mineralisierung zu einem spateren Zeitpunkt von
Bedeutung ist (Carano et al., 2003). Da VEGF daruber hinaus die Differenzierung von
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Osteoblasten begunstigt, stellt VEGF einen essenziellen Bestandteil und ein wichtiges
Bindeglied zwischen Angio- und Osteogenese in der friihen Knochenheilung dar (Carano et al.,
2003) (Street et al., 2002) (Peng et al., 2002). Es darf daher spekuliert werden, dass die gestorte
Knochenheilung in Tieren der TRH+MVF Gruppe, durch die herabgesetzte VEGF Expression

wéhrend der friihen Phase der Frakturheilung zu erklaren ist.

Die reduzierte VEGF Expression im Kallus der TRH+MVF Femora war tiberraschend, da MVF
in der Lage sind pro-angiogene Wachstumsfaktoren, inklusive VEGF, zu sezernieren (Laschke
et al., 2012). Die niedrigere VEGF-Expression ist mdglicherweise durch eine schnellere
Normoxie im Kallusgewebe zu erklaren. Hypoxie ist bekanntlich der starkste Stimulus fir die
Produktion von VEGF. Durch die Applikation von MVF in unserer Arbeit kam es zu einer
beschleunigten Vaskularisierung des Osteotomiespalts und damit zu einer friiheren Normoxie
im Kallusgewebe. Die optimierte Perfusion kann zu einem reduzierten Stimulus fur die
Produktion von VEGF gefuhrt haben. Darlber hinaus kdnnte ein verbesserter Anschluss des
Kallusgewebes an das systemische GeféaRnetzwerk in der Gruppe TRH+MVF zu einem
beschleunigten Abtransport von VEGF im Kallusgewebe in den Systemkreislauf gefiihrt haben,
was im Ubrigen einen der wichtigsten Regulationsmechanismus der lokalen VEGF Wirkung
darstellt (Vempati et al., 2014).

Eine weitere Hypothese wére, dass das TRH selbst einen Einfluss auf die endogene VEGF
Expression hat. Studien konnten zeigen, dass hochmolekulare HA mit einem Molekulargewicht
von mehr als 0,5 MDa antiphlogistische und antiangiogene Eigenschaften hat.
Niedermolekulare HA weist tendenziell eher gegenteilige Effekte auf (Stern et al., 2006). Da
das Gewicht der in dieser Studie angewendeten HA 0,28 MDa betrug und Tiere der Gruppe
TRH keinerlei Stérung der Knochenheilung zeigte, erscheint es unwahrscheinlich, dass das

TRH fir die reduzierte VEGF Expression verantwortlich ist.

Eine weitere Erklarung fir die gestorte Knochenheilung kénnte sein, dass die TRH Matrix die
vom Gewebe sezernierten Wachstumsfaktoren in ihrer Wirkung beeintrachtigt hat. Dies stiinde
allerdings im Widerspruch mit vorangegangenen Studien, in der TRH eingesetzt wurde, um die
Freisetzung von Bone Morphogenetic Protein (BMP)-2 zu untersuchen. BMP-2 zeigte in vitro
eine normale Aktivitat nach Einbettung in TRH (Seelbach et al., 2015) (Petta et al., 2016).
Dariiber hinaus konnten Peattie et al. zeigen, dass TRH und VEGF sogar einen starken
synergistischen Effekt haben. Nach Applikation von VEGF-beladenem TRH in Ohrmuscheln
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von Méusen zeigte sich im Vergleich zur Applikation von VEGF allein eine erh6hte Dichte an
Mikrogefallen (Peattie et al., 2004). Daher erscheint eine beeintrdchtigende Wirkung der
Wachstumsfaktoren durch das TRH als unwahrscheinliche Ursache fur die gestorte

Knochenheilung.

Die spéate Phase der Knochenheilung ist durch die Aushartung und Mineralisierung des Kallus
zu festem Geflechtknochen gekennzeichnet und schliet mit dem Remodeling ab. Western Blot
Analysen konnten eine starke Expression von RANKL in Femora der Gruppe TRH+MVF
nachweisen. Im Gegensatz dazu unterschied sich die Expression des physiologischen
Antagonisten OPG in keiner der 3 Gruppen. Der Einfluss der RANKL Expression auf die
Knochenheilung wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Einerseits fuhrt eine herabgesetzte
RANKL Expression bei Mausen unter Pantoprazol- oder Melatonintherapie zu einer
verzdgerten Frakturheilung durch Stérung des Remodelings (Histing et al., 2012) (Histing et
al., 2012b). Andererseits fuhrt eine anti-RANKL Therapie mit OPG zu einer stérkeren
Verkndcherung und Stabilitdt von Osteosynthesematerial in situ (Bernhardsson et al., 2015).
Dariiber hinaus flihrte bei Mausen mit grofieren Knochendefekten eine duale Therapie mit OPG
und BMP-2 im Vergleich zu einer Monotherapie mit BMP-2 zu einer gesteigerten
Frakturheilung (Bougioukli et al., 2016).

In der vorliegenden Arbeit war das Verhéltnis von RANKL / OPG bei Tieren der Gruppe
TRH+MVF deutlich zu Gunsten von RANKL verschoben. Ahnliche RANKL / OPG
Verhaltnisse konnten bei Patienten mit schwerer Osteolyse nachgewiesen werden (Grimaud et
al., 2003). Dariiber hinaus fiihrt eine RANKL Uberexpression zu Osteoporose und einem
gesteigerten Knochenabbau in Folge vermehrter Osteoklastenaktivierung (Pérez-Sayans et al.,
2010). Im Einklang mit diesen Ergebnissen fanden wir in unserer Arbeit eine pathologisch
gesteigerte Osteoklastenaktivitét in Kallusgewebe der TRH+MVF Femora in der friihen Phase
der Knochenheilung. Die gestérte Knochenheilung bei diesen Tieren kdnnte also auch eine
Folge dieses Ungleichgewichts zwischen RANKL und OPG sein.

Zusammenfassend konnten wir in dieser Studie zeigen, dass TRH eine geeignete
Tréagersubstanz fir MVF ist, und es deren Viabilitat und Integritat bewahrt. Des Weiteren
konnten wir nachweisen, dass die Applikation von TRH und MVF die Vaskularisierung im
Frakturspalt signifikant verbessert. Entgegen unserer Erwartungen fiihrte dies jedoch zu einer
gestorten Knochenheilung. Dies lasst sich am ehesten durch eine reduzierte VEGF Expression
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und eine Verschiebung des RANKL / OPG Verhdltnisses in der frihen Phase der

Knochenheilung erkléren.

5.3. Schlussfolgerungen

- Die Viabilitatsanalyse in vitro war standardisiert und reproduzierbar. Sie ergab einen
stabilisierenden Einfluss von TRH auf MVVF. TRH war folglich als Tragersubstanz fir MVF

geeignet.

- Das fiir unsere Studie verwendete Tiermodell erwies sich als geeignet, um die Wirkung von
TRH bzw. TRH+MVF auf die Frakturheilung zu untersuchen. Die entsprechenden
mikrocomputertomographischen, biomechanischen, histologischen und proteinbiochemischen

Untersuchungen lieferten zuverléssige Daten.

- Weder nach 14, noch nach 35 Tagen fanden sich signifikante Unterschiede zwischen Tieren
der Gruppe TRH und Kontrollen. TRH scheint die Frakturheilung nicht zu beeinflussen.

- Die Applikation von MVF-beladenem TRH fordert zwar die Vaskularisierung des
Osteotomiespalts, stort jedoch die Knochenheilung. Dies ist am ehesten durch eine verminderte
Expression von VEGF und ein verandertes Gleichgewicht angiogener und osteogener

Wachstumsfaktoren und verstarkter Osteoklastenaktivitat zu erklaren.
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7.1. Abkulrzungsverzeichnis
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Western Blot
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Strukturformel von PNIPAM
Strukturformel von HA-PNIPAM

Fixierung des Beins wéhrend der Operation

(Tris(hydroxymethyl)-

Sicht auf das Ligamentum patellae nach medio-patellarem Zugang

Luxation der Patella nach lateral und Sicht auf die Fossa intercondylaris

Markraumer6ffnung im Bereich der Fossa intercondylaris

Sondierung des Markraumes und Vermessung der Markraumlange
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27:

28:

29:

30:

31:

Einbringung und anschlieRende Kirzung des Pins

Reposition der Patella mit Naht der Patellarsehne sowie anschlieRender Hautnaht
Eroffnung des lateralen Zugangswegs und stumpfe Freilegung des Femurs.
Erdffnen des Situs zur Implantation des Clips Uber lateralen Zugang

Bohrung der Bohrlocher zur Implantation des Clips

Einbringung des zuvor auf die Distanz der Bohrlécher angepassten Clips
Vollstandige Clip-Implantation und anschlie}end Biegung der dorsalen Enden
Osteotomie mittels Gigli-Sage (Drahtstérke 0,25 mm)

Spulung und Trocknung des Osteotomiespalts

Applikation von 10 pl Verum (TRH bzw. TRH+MVF)

Aushértung des Hydrogels unter einer Wéarmelampe bei einer Temperatur im
Situs von >33 °C

Adaptierende Muskelnaht mit 5-0 Prolene® unter der Warmelampe
Abschlielende Hautnaht mit 5-0 Prolene® und OP Ende

Schematische Darstellung der histologischen Auswertungsparameter.
Immunhistochemische Doppelfluoreszenzfarbung von a-SMA und CD31
Prozentualer Anteil an a-SMA+ MVF

Immunhistochemische Doppelfluoreszenzfarbung von Casp-3 und CD31
Analyse Casp-3+ Endothelzellen

Immunhistochemische Doppelfluoreszenzfarbung von Casp-3 und CD31
Analyse Casp-3+ perivaskulare Zellen

Rdntgenaufnahmen osteotomierter Femora 14 und 35 Tage postoperativ
Knochenvolumen im Kallus 14 Tage postoperativ

Knochenvolumen im Kallus 35 Tage postoperativ

HMCT 3D Rekonstruktionen der Femora 14 und 35 Tage postoperativ
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Abb. 32: Relative Biegesteifigkeit von osteotomierten Femora 14 Tage postoperativ
Abb. 33: Relative Biegesteifigkeit von osteotomierten Femora 35 Tage postoperativ

Abb. 34: Repréasentative histologische Bilder zur Auswertung von BlutgefdRen im
Kallusgewebe nach HE Féarbung

Abb. 35: Anzahl Gefalle / HPF 14 Tage postoperativ

Abb. 36: Anzahl Gefalie / HPF 35 Tage postoperativ

Abb. 37: Histologische Aufarbeitung mittels Safranin-O / Fast-Green-Farbung

Abb. 38: Histologische Analyse der Kalluszusammensetzung 14 Tage postoperativ

Abb. 39: Histologische Analyse der Kalluszusammensetzung 35 Tage postoperativ

Abb. 40: Uberbriickungsscore des Osteotomiespalts14 Tage postoperativ

Abb. 41: Uberbriickungsscore des Osteotomiespalts 35 Tage postoperativ

Abb. 42: Reprasentative histologische Bilder zur Auswertung der Osteoklastenaktivitat

im Kallusgewebe nach TRAP Férbung
Abb. 43: Anzahl TRAP+ Zellen 14 Tage postoperativ
Abb. 44: Western Blot Analyse der CD31 Expression 14 Tage postoperativ
Abb. 45: Western Blot Analyse der VEGF Expression 14 Tage postoperativ
Abb. 46: Western Blot Analyse der OPG Expression 14 Tage postoperativ

Abb. 47: Western Blot Analyse der RANKL Expression 14 Tage postoperativ
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