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Zusammenfassung / Abstract

1. Zusammenfassung / Abstract

Vascular Endothelial Growth Factor-beschichtete Mineral Coated Microparticles ver-
bessern die Knochenheilung in atrophen Pseudarthrosen

Fragestellung. Pseudarthrosen sind das Ergebnis insuffizienter Heilung frakturierter Knochen.
Hypertrophen Pseudarthrosen liegt haufig eine mangelnde Stabilitat des Frakturspaltes zu-
grunde, wohingegen atrophe Pseudarthrosen meist durch eine gestorte Blutversorgung mit
konsekutiver Storung der Osteogenese verursacht werden. Wéhrend hypertrophe Pseudarthro-
sen durch eine adaquate Stabilisierung erfolgreich behandelt werden kénnen, besteht die The-
rapie atropher Pseudarthrosen hingegen in einer Verbesserung der Angiogenese und Osteoge-
nese. Dem Wachstumsfaktor Vascular endothelial growth factor (VEGF) konnten in der Ver-
gangenheit wichtige Einflusse auf Angiogenese und Zellproliferation wahrend der friihen
Phase der Knochenheilung nachgewiesen werden. Um VEGF mit rdumlicher und zeitlicher
Kontrolle innerhalb des Frakturspalts zu applizieren, bedarf es eines fortschrittlichen Trager-
materials wie z. B. Mineral Coated Microparticles (MCM). Folglich war das Ziel dieser Stu-
die, zu untersuchen, ob VEGF-beschichtete MCM die Knochenheilung atropher Pseudarthro-
sen verbessern.

Methoden. Zundchst wurde die Bindungs- und Freisetzungskinetik von MCM fiir VEGF Uber
einen Zeitraum von 50 Tagen in vitro untersucht. Hiernach wurden VEGF-beschichtete MCM
oder unbeschichtete MCM lokal in einem standardisierten Pseudarthrosemodell in Femora
von CD-1 Méusen in vivo appliziert. MCM-freie Pseudarthrosen dienten als Kontrolle. Die
Untersuchungszeit je Gruppe betrug in vivo 14 und 70 Tage. Konsekutiv wurden die Knochen
explantiert und der Osteotomiespalt radiologisch durch Réntgenaufnahmen und mithilfe einer
Mikocomputertomographie (UCT), biomechanisch, histomorphometrisch, immunhistoche-
misch und mittels Western Blot (WB) analysiert.

Ergebnisse. Die Bindungseffizienz von MCM fur VEGF betrug 46 + 3 %. Das Freisetzungs-
profil zeigte initial eine hohe Freisetzung, gefolgt von einer verzdgerten Freisetzung tber den
restlichen Untersuchungszeitraum. Hierdurch wurde das physiologische Expressionsprofil
von VEGF wahrend der Knochenheilung nachgeahmt. In vivo zeigten Knochendefekte, wel-
che mit VEGF-beladenen MCM behandelt wurden, im Vergleich zu Knochendefekten der
anderen Gruppen, einen hoheren Anteil Knochenvolumen am Gesamtgewebevolumen, eine
erhdhte Biegesteifigkeit und eine gréRere Kallusfliche 14 und 70 Tage postoperativ. WB-
Analysen von Kallusgewebe, das mit VEGF-beladenen MCM behandelt wurde, zeigte 14

Tage postoperativ im Vergleich zu Kallusgewebe der anderen Gruppen eine hohere Expressi-
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on von VEGF, Erythropoetin (EPO) sowie des Transkriptionsfaktors runt-related transcription
factor (RUNX-2), nicht jedoch von EPO-Rezeptor (EPO-R).

Schlussfolgerungen. Die vorliegende Studie zeigt die erste Anwendung von MCM als Tréa-
gersubstanz zur therapeutischen Applikation von VEGF in Pseudarthrosen. Die Ergebnisse
bestatigen die Hypothese, dass VEGF-beschichtete MCM die Knochenheilung in einem etab-
lierten atrophen Pseudarthrosemodell in Mé&usen verbessern. Darlber hinaus zeigen die Er-
gebnisse, dass die Verwendung von MCM zur Applikation von VEGF aufgrund der Fahigkeit
die Proteinstabilitat und -funktionalitat in vivo zu erhalten ein grof3es Potenzial aufweist. Da-
her stellt die Anwendung VEGF-beladener MCM einen vielversprechenden Ansatz zur Be-

handlung atropher Pseudarthrosen dar.

VEGF-loaded mineral coated microparticles improve bone repair in atrophic non-
unions

Background and purpose. Non-unions are the result of insufficient healing of fractured bones.
Hypertrophic non-unions are often based on a lack of stability of the fracture gap, whereas in
atrophic non-unions a poor vascular supply and, thus, an impaired osteogenesis of the fracture
gap are known to be the key factors for insufficient healing. While hypertrophic non-unions
can be treated successfully by adequate stabilization of the fracture, the therapeutic approach-
es of atrophic non-union comprise mainly an improvement of angiogenesis and osteogenesis.
In the past, vascular endothelial growth factor (VEGF) has been shown to have a number of
important influences on angiogenesis and cell proliferation during the early course of bone
regeneration. In order to apply VEGF with spatiotemporal control within the fracture gap, a
sophisticated carrier system such as mineral coated microparticles (MCM) is necessary.
Hence, the aim of the present study was to investigate whether VEGF-loaded MCM improve
bone repair in atrophic non-unions.

Methods. First, binding and release kinetics of MCM for VEGF were analyzed over a period
of 50 days in vitro. Thereafter, VEGF-loaded or unloaded MCM were locally applied to a
standardized non-union model in femurs of CD-1 mice in vivo. MCM-free non-unions served
as controls. The observation period in vivo per group was 14 and 70 days. Subsequently, the
bone was explanted and the osteotomy gap was examined by means of radiological as X-ray
and microcomputer tomography, biomechanical, histomorphometric, immunohistochemical
and western blot (WB) techniques.

Results. The binding efficiency of MCM for VEGF was 46 + 3 % and the release profile re-

vealed an initial minor burst release, followed by a sustained release over the study period,
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thus, mimicking the physiological expression profile of VEGF during bone healing. In vivo,
bone defects treated with VEGF-loaded MCM exhibited a higher fraction of bone volume /
tissue volume radiologically, an increased bending stiffness and a larger callus area 14 and 70
days after osteotomy compared to bone defects of the other groups. WB analyses 14 days af-
ter surgery of callus tissue treated with VEGF-loaded MCM revealed a higher expression of
VEGF, erythropoietin (EPO) and runt-related transcription factor 2 (RUNX-2), but not of
EPO-receptor (EPO-R) compared to callus tissue of the other groups.

Conclusions. The present study is the first demonstration to use MCM as carriers for thera-
peutic VEGF delivery in non-unions. Our results confirm the hypothesis that VEGF-loaded
MCM are capable of improving bone repair in a well-established atrophic non-union model in
mice. The results of the present study further demonstrate that the use of MCM for VEGF
delivery shows great potential due to the ability to maintain protein stability and functionality
in vivo. Thus, the application of VEGF-loaded MCM represent a promising strategy for the

treatment of atrophic non-unions.
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2. Einleitung

2.1 Biologische Grundlagen des Knochens

211 Anatomie

Knochen lassen sich aufgrund ihrer Form in lange, kurze und platte Knochen einteilen
(Schiebler & Korf, 2007). Zu den langen Knochen oder auch Rohrenknochen (Ossa longa)
zahlen die meisten Knochen der Extremitaten (z. B. Humerus und Radius). Sie weisen fol-
gende Abschnitte auf:

Die Diaphyse, oder auch Schaft, stellt den mittleren Abschnitt des Knochens dar. Dieser Ab-
schnitt ist rohrenférmig und weist aufRen eine starke Ummantelung auf, die Substantia com-
pacta. Die Diaphyse ist in der Regel mit gelbem oder rotem Knochenmark gefullt. Wahrend
rotes Knochenmark h&matopoetisch aktiv ist, besteht das gelbe Knochenmark hauptséchlich
aus Fettgewebe (Junqueira et al., 2005) (Schiebler & Korf, 2007).

Die beiden verdickten Endabschnitte der Rohrenknochen werden Epiphysen genannt und bil-
den je einen Teil eines Gelenks. Sie sind durch eine diinnere oberflachliche Schicht gekenn-
zeichnet und ebenfalls mit Knochenmark geftillt (Schiebler & Korf, 2007).

Zwischen den beiden Epiphysen und der Diaphyse findet sich jeweils die Metaphyse. Hier
befindet sich bei einem noch nicht ausgewachsenen Knochen unter anderem die Epiphy-
senfuge. Sie besteht aus hyalinem Knorpelgewebe und dient dem Knochenldangenwachstum.
Mit zunehmendem Alter verknochert sie und beendet somit das Grofenwachstum (Schiebler
& Korf, 2007). Mit Apophysen werden die Knochenvorspriinge bezeichnet, an denen Mus-
keln und Bander ansetzen (Schiebler & Korf, 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Diaphyse des Femurs, also eines R6hrenknochens, ver-

wendet.

Zu den kurzen Knochen (Ossa brevia) zahlen beispielsweise die Handwurzelknochen sowie
die Wirbelkorper (Schiebler & Korf, 2007).

Zu den platten Knochen (Ossa plana) zahlen z. B. Brustbeine, Rippen, Schulterblatter, Huft-
beine und Schadelknochen. Sie weisen, je nach Form, eine unterschiedlich dicke &ufere
Schicht auf. Ossa plana enthalten haufig rotes Knochenmark, sind also in der Regel hdmato-
poetisch aktiv.
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2.1.2  Histologie

Knochengewebe besteht aus Knochenmatrix, verschiedenen Knochenzellen sowie dem Peri-
und Endost. Je nach Anordnung der Knochenmatrix erfolgt die Einteilung in Geflecht- und
Lamellenknochen (Junqueira et al., 2005).

Zu den verschiedenen Knochenzellen gehdren Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten.
Fur die Synthese der Knochenmatrix spielen Osteoblasten eine wichtige Rolle: Osteoblasten
bilden die fur den Matrixaufbau essenziellen Kollagen-Typ | Fasern, Proteoglykane und Gly-
koproteine. Sie befinden sich an der Geflechtknochenoberfléche, an der sie sich in ihrer kubi-
schen Form aneinanderreihen und die neu synthetisierte Matrix freisetzen. Durch Kalzium-
phosphateinlagerung ist die Knochenmatrixsynthese vervollstandigt (Junqueira et al., 2005)
(Schiebler & Korf, 2007).

Wihrend des Verkalkungsprozesses werden die Osteoblasten eingeschlossen und differenzie-
ren sich daraufhin zu Osteozyten. Diese Osteozyten liegen in kleinen Lakunen und sind tber
Fortsétze, die in kleinen Kanalikuli eingelagert sind, miteinander verbunden. Die Erndhrung
derjenigen Osteozyten, die sich nicht in unmittelbarer Ndhe eines BlutgefaRes befinden, er-
folgt Uber sog. Gap Junctions: Sie stellen eine Zellverbindung der einzelnen Osteozyten dar.
Voraussetzung fir diese Verbindung sind sich gegeniberliegende Zellmembranen mit einem
Abstand von etwa 3 nm. Uber Poren kénnen somit kleinste Molekiile (< 1000 Da) wie bei-
spielsweise Anionen, Kationen, Glucose und Botenstoffe durchtreten (Junqueira et al., 2005)
(Schiebler & Korf, 2007).

Die Aufgabe der Osteozyten besteht in der Aufrechterhaltung der Knochenmatrix. Sterben
diese ab, erfolgt die Resorption der Knochenmatrix (Junqueira et al., 2005).

Neben Osteoblasten und Osteozyten sind die Osteoklasten wichtiger Bestandteil des Knoch-
enaufbaus und -abbaus. Osteoklasten sind in der Lage mineralisierten Knochen abzubauen.
Sie sind Teil des mononukledren Phagozytensystems und stammen von Monozyten ab
(Junqgueira et al., 2005).

Die Aktivierung der Osteoklasten erfolgte durch Osteoblasten: Sie setzen den Rezeptor recep-
tor for activation of nuclear factor kB ligand (RANKL) frei. RANKL bindet an den komple-
mentdren Rezeptor receptor for activation of nuclear factor kB (RANK), welcher sich in der
Zellmembran von Osteoklastenvorlauferzellen befindet. Durch die Bindung von RANKL er-
folgt eine Differenzierung der Vorlauferzellen in aktive Osteoklasten und somit eine Steige-

rung der Knochenresorption. Dieser Signalweg wird durch Osteoprotegerin (OPG), das eben-
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falls von Osteoblasten sezerniert wird, gehemmt indem es RANKL bindet. Folglich fuhrt
OPG zu einem verminderten Knochenabbau durch Osteoklasten (Schiebler & Korf, 2007).
Der Knochenabbau findet in der Resorptionszone statt. Hier befindet sich die faltige Ober-
flache (ruffled border) der Osteoklasten sowie die Knochenmatrix. Umgeben wird diese Zone
von der sogenannten clear zone, welche Aktinfilamente enthélt (Junqueira et al., 2005).

In der ruffled border ist die V-ATPase enthalten, eine Protonenpumpe die die Resorptions-
zone azidifiziert. Parallel dazu werden lysosomale Enzyme, wie Kathepsine und Kollagenasen
in die Abbauzone freigesetzt. Durch das angeséuerte Milieu l6sen sich die Hydroxylapa-
tit(HA)-Kristalle, sodass es zu einer Demineralisierung des Knochens kommt. Die nun frei-
gelegten Kollagenfibrillen werden im Anschluss aufgeldst (Junqueira et al., 2005).

Die Knochenmatrix besteht in etwa gleich grof3en Teilen aus anorganischen und organischen
Elementen (Junqueira et al., 2005).

Die anorganischen Bestandteile sind hauptsachlich HA-KTristalle, Zitrat, Bicarbonat, Kalzium-
phosphat sowie Magnesium-, Natrium- und Kaliumsalze (Junqueira et al., 2005).

Den organischen Teil machen zu 95% Kollagen-Fasern Typ | aus. Daneben finden sich Prote-
oglykane und Glykoproteine (wie z. B. Osteocalcin und Sialoprotein) (Junqueira et al., 2005).
Die Zusammensetzung der Extrazellularmatrix ist mafigebend flr die Stabilitdt und Harte des
Knochens: Demineralisiert man den Knochen, so fiihrt dies zu vermehrter Biegsamkeit. Wird
hingegen das Kollagen entzogen, hat dies eine vermehrte Zerbrechlichkeit zur Folge. Daraus
folgt, dass die Kollagenfibrillen fur das Ausgleichen von Zugkraften und die Mineralisierung
fiir den Ausgleich von Druckkraften verantwortlich sind (Junqueira et al., 2005).

Das Bindegewebe, das die duRere Oberflaiche des Knochens umgibt, wird Periost oder auch
Knochenhaut genannt. Die innere Oberflache des Knochens bezeichnet man als Endost. Beide
haben eine nutritive Funktion fiir das Knochengewebe. Ebenso wird hierdurch eine Zufuhr
von Osteoblasten fir das Wachstum und den Prozess der Knochenheilung gewéhrleistet. Das
Periost ist fest mit dem Knochen verwachsen. Es wird histologisch in das Stratum fibrosum
und das Stratum osteogenicum untergliedert. Das Stratum fibrosum fuihrt Kollagenfaserbin-
del, die in die Knochenmatrix ragen und somit das Periost befestigen. Dieses Bundel wird
auch als Sharpey-Fasern bezeichnet. Im Inneren, knochenwarts des Periostes, befindet sich
das Stratum osteogenicum, dessen Aufgabe die Knochenneubildung z. B. im Rahmen der
Frakturheilung und des Knochenwachstums ist. Diese Schicht enthdlt Stammzellen, welche
sich in Osteoblasten differenzieren kdnnen (Junqueira et al., 2005).

Das Endost bedeckt Kandle innerhalb des Knochens, wie beispielsweise die Knochenkanél-

chen und die Knochenmarkshohle. Es besteht aus einer Schicht mit flachen Vorlauferzellen
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und wenig Bindegewebe, weshalb es insgesamt diinner als das Periost ist (Junqueira et al.,
2005).

Geflechtknochen kommen nur im Knochenwachstum und im Rahmen der Knochenheilung
bzw. anderen ossaren Reparaturvorgéngen vor und werden deshalb auch Primarknochen ge-
nannt. Aufgrund der verminderten Mineralisierung weist Geflechtknochen eine héhere Durch-
lassigkeit fir Rontgenstrahlung auf. Im Verlauf wird er zu Lamellenknochen, auch Sekun-
darknochen genannt, umgebaut. Im Gegenteil zu Lamellenknochen weist Geflechtknochen
einen unstrukturierten, zufélligen Aufbau der Kollagenfibrillen auf. Dieser ungeordnete Auf-
bau ist fur die hohere Instabilitdt im Vergleich zu Lamellenknochen verantwortlich. Lamel-
lenknochen entspricht dem physiologischen Skelettknochen des Erwachsenen und ist durch
die konzentrische Anordnung der Kollagenfibrillen um den sogenannten Havers-Kanal ge-
kennzeichnet. Dieser Kanal fihrt das zentrale BlutgefaR3, Nerven und lockeres Bindegewebe.
Die Kollagenfibrillen bilden dadurch Lamellen, die zusammen mit dem Havers-Kanal die
funktionelle Einheit des Lamellenknochens, das Osteon, bilden (Junqueira et al., 2005)
(Schiebler & Korf, 2007). Die Lamellen, die sich in dem jeweiligen Osteon befinden, werden
Osteon- oder auch Speziallamellen genannt. Zwischen ihnen befinden sich Osteozyten, die in
Lakunen liegen. Die sogenannten Schaltlamellen liegen hingegen zwischen den Osteonen
(Jungueira et al., 2005). Am &uReren und inneren Bereich des Knochens befinden sich die
Generallamellen (Junqueira et al., 2005). Durch die verschiedenen Verlaufsrichtungen der
einzelnen Lamellen treffen sie nahezu rechtwinkelig an angrenzende Lamellen.

Senkrecht zur Knochenoberfléche verlaufen die Volkmannkandle durch die Osteone hindurch,
um die verschiedenen Schichten zu versorgen und einen Stoffaustausch zu gewahrleisten.
Durch die Volkmannkanale besteht eine Verbindung der Havers-Kandle mit dem Periost und
dem Knochenmark (Junqueira et al., 2005) (Schiebler & Korf, 2007).

Makroskopisch lasst sich strukturell die kompakte AuflRenschicht, die Substantia compacta
von der mit schwammartig angelegten Bélkchen gefillte Substantia spongiosa abgrenzen.
Mikroskopisch liegt in beiden Schichten charakteristischer Lamellenknochen vor.

Die Zwischenrdume der Knochenbdalkchen in der Substantia spongiosa sowie die Knochen-
markshohle selbst, enthalten das Knochenmark. Das rote, blutbildende Knochenmark in den
langen Knochen wird ab dem ersten Lebensjahr zunehmend von gelbem, fettreichem Kno-
chenmark ersetzt. Die Blutbildung findet ab diesem Zeitpunkt tiberwiegend in den kurzen und
platten Knochen statt. AuBer den blutbildenden Zellen besteht das Mark aus Fettzellen, En-
dothelzellen, Osteoblasten, Osteoklasten und den extrazellularmatrixbildenden Retikulumzel-

len. Auch Arterien, Venen und Kapillaren verlaufen im Knochenmark (Bicker et al., 2008).

7
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2.1.3  Physiologie

Knochen dienen primar der Stabilitat und Biomechanik des Kaérpers inkl. Ubertragung und
Weiterleitung von Kréften und Belastungen.

Ebenfalls spielt der Knochen eine essenzielle Rolle in der Kalziumhomdostase des Korpers:
Kalziumphosphat ist der wichtigste Bestandteil des Knochens und der Zahne. Im menschli-
chen Korper befinden sich etwa 25000 mmol (entspricht ca. 1 kg) Kalzium (Ca?*) in Form
von HA-KTristallen. Aus diesem reversiblen Speicher lasst sich im Falle eines Mangelzustands
Ca?" mobilisieren. Durch Freisetzung von Parathormon aus der Nebenschilddriise werden
knochenabbauende Osteoklasten aktiviert, um Kalziumphosphat aus dem Knochen in den
Extrazellularraum abzugeben. Dies fuhrt zur Steigerung der Blutkonzentration von ionisier-
tem Ca®*. Der Gegenspieler dieses Mechanismus, Vitamin D-Hormon (1,25-Dihydroxy-
cholecalciferol), fordert hingegen die Phosphatresorption, was langfristig zum Wiedereinbau
von Kalziumphosphat in den Knochen fiihrt. Folglich sinkt hierdurch der Spiegel ionisierten
Ca?* im Blut (Behrends et al., 2009) (Schiebler & Korf, 2007).

Eine weitere Aufgabe des Knochens besteht im Schutz der inneren Organe. Als Beispiele sei-
en hier die Schadelknochen als Schutz des Gehirns, die Knochen des Brustkorbs als Schutz
der Lunge und des Herzens sowie der kndcherne Aufbau der Wirbelséule als Schutz des Ri-
ckenmarks erwahnt (Schiebler & Korf, 2007).

Das Knochengewebe unterliegt dem standigen Auf- und Abbau. Im Rahmen des L&ngen-
wachstums der Knochen ist es wichtig, dass der Aufbau des Knochens im Vergleich zum Ab-
bau Uberwiegt, sodass man insgesamt von einer positiven Knochenbilanz spricht. Das Lan-
genwachstum der R6hrenknochen endet mit der Pubertét. Es ist durch die charakteristische
Abfolge von Ruhe, Proliferation, Hypertrophie und Apoptose von Chondrozyten sowie deren
Ersatz durch Osteoblasten gekennzeichnet. Wichtige Mediatoren fur das Langenwachstum
sind u. a. growth hormone (GH), Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), Indian hedgehog (Ihh),
parathormone-related peptide (PTHrP), Wachstumsfaktoren wie beispielsweise bone morpho-
genetic protein (BMP) und fibroblast growth factor (FGF) sowie Schilddrisenhormone, And-
rogene und Ostrogene (Behrends et al., 2009) (Schiebler & Korf, 2007).

Bei der Knochenheilung spielen weitere Wachstumsfaktoren eine wesentliche Rolle: Tumor-
nekrosefaktor-o (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), platelet derived growth factor (PDGF) und
Transforming growth factor B (TGF-p). Die fiir die Knochenheilung essenzielle Angio- und
Vaskulogenese wird durch vascular endothelial growth factor (VEGF) induziert (Bahney et
al., 2019).
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2.2 Frakturarten und Formen der Knochenheilung
2.2.1  Frakturarten

Knochenbriiche lassen sich in verschiedene Arten einteilen: Neben Biegungs-, Dreh- und Tor-
sionsbriichen gibt es Abriss- und Abscherfrakturen sowie Kompressions-, Trimmer-, Luxa-
tions- und unvollstandige Bruche (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Biegungsbriiche entstehen durch eine Ubertretung des physiologischen Biegungsmoments.
Charakteristisch hierfur ist das Abbrechen eines Biegekeils auf der Konkavseite und ein Ein-
reilen des Knochens auf der Konvexseite (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Dreh- oder Torsionsbriiche entstehen durch die Wirkung zweier entgegengesetzter Kréfte.
Aufgrund der Drehbewegung kommt es zu einer spiralformigen Frakturlinie ggf. mit Dreh-
keilbildung (je nach Starke des Drehmoments) (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Abrissfrakturen entstehen aufgrund enormer Zugkréfte an Knochenansatzpunkten von Ban-
dern und Sehnen (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Abscherfrakturen liegen Zug-, Scher- und Schubkrafte in gegenteiliger Richtung zugrunde.
Parallel zur jeweiligen Schubkraft verlauft infolgedessen die Frakturlinie (Henne-Bruns &
Barth, 2012).

Im Rahmen einer Stauchung entstehen sogenannte Kompressionsbriiche. Vor allem spongidse
Knochen (z. B. Wirbelkdrper) sind hiervon betroffen (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Bei Trimmerbrichen steht haufig eine Splitterung des Knochens, die Folge massiver Gewalt-
bzw. Krafteinwirkung ist, im Vordergrund (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Als Luxationsbriiche bezeichnet man eine Kombination aus Auskugelung eines Gelenks und
einer gelenknahen Fraktur (Henne-Bruns & Barth, 2012).

Unvollstandige Briche werden Frakturen genannt, welche durch Risse und / oder Fissuren
entstehen, jedoch den Knochen in seiner Kontinuitat nicht vollstandig unterbrechen (Henne-
Bruns & Barth, 2012).

2.2.2  Primdre Knochenheilung

Die primére Knochenheilung ist durch eine direkte Bruchheilung ohne Bildung von Zwi-
schengewebe (Kallusgewebe) gekennzeichnet. Hierzu muss ein Kontakt zwischen den Knoch-
enfragmenten bestehen bzw. der Frakturspalt unter 0,01 mm betragen und stabile Frakturver-
héltnisse sowie eine gute Hamoperfusion gewahrleistet sein. Sind diese Bedingungen erfiillt,
kann der Frakturspalt durch Osteone durchdrungen werden und eine Kontaktheilung erfolgen.

Hierzu ,,graben® sich Osteoklasten durch die Frakturlinie und bilden Hohlrdume, welche
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durch von Osteoblasten neu gebildeten Knochen geflllt werden. Diese Heilung tritt im Rah-
men von Osteosynthesen nach exakter Reposition und absoluter Stabilitat auf. Die Osteoblas-
ten ordnen sich entlang des Resorptionskanals an und fiillen ihn so mit Lamellen auf. Dies
bedingt nicht nur das Zusammenfugen der Frakturenden, sondern auch die Neubildung der
Havers-Systeme. Dies hat zur Folge, dass BlutgefaRe eindringen kénnen, welche Osteoblas-
ten-Vorlauferzellen enthalten. Die tberbriickenden Osteone entwickeln sich spéter zu stabile-
rem Lamellenknochen (Berchtold et al., 2006) (Henne-Bruns & Barth, 2012) (Kaderly, 1991)
(Marsell & Einhorn, 2011) (Shapiro, 1988).

Verbleibt jedoch eine Distanz zwischen 0,8 - 1 mm, erfolgt die sogenannte Spaltheilung. Sie
erfolgt durch Anreicherung von Geflechtknochen, welcher durch Periost, Endost und Umbau
des Havers-Systems ein sogenanntes Remodeling, also eine Art Umbau, zu Lamellenknochen
erfahrt. Im Spalt sprossen Kapillaren aus Peri- und Endost ein. Die so rekrutierten Osteoblas-
ten-Vorlauferzellen differenzieren und verbinden die Fragmentenden longitudinal zum Frak-
turspalt durch Neubildung von Lamellenknochen. Da das Wachstum senkrecht zur Langsach-
se ist, ist das Konstrukt weniger stabil als quer verlaufende Osteone. Um die anatomischen
und biomechanischen Eigenschaften des Knochens wiederherzustellen, erfolgt die oben ge-
nannte Umgestaltung (Berchtold et al., 2006) (Henne-Bruns & Barth, 2012) (Kaderly, 1991)
(Marsell & Einhorn, 2011).

2.2.3  Sekundare Knochenheilung

Die sekundére oder auch indirekte Knochenheilung ist die nattirliche Form und durch die Bil-
dung eines Zwischengewebes, dem sogenannten Kallusgewebe, charakterisiert. Diese Art der
Knochenheilung erfolgt bei Mikrobewegungen und Belastung wie es bei Spontanheilung,
konservativer Behandlung von Frakturen oder Osteosyntheseverfahren (z. B. bei der Markna-
gelung oder Fixateur externe) der Fall ist (Berchtold et al., 2006).

Die sekundare Knochenheilung lasst sich in unterschiedliche Phasen gliedern:

Unmittelbar nach dem Trauma entsteht ein Frakturhd&matom im Bruchspalt und um diesen
herum. In der darauffolgenden Entzlindungsphase kommt es durch den Einstrom von Entziin-
dungszellen wie Leukozyten, Granulozyten, Monozyten und Makrophagen zur Sekretion von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Die Botenstoffe fiihren zu einer Rekrutierung weiterer
Entzindungszellen und férdern indirekt die Angiogenese durch Ausschittung von VEGF und

Angiopoetin. Die Entzlindungsphase beginnt unmittelbar nach dem Trauma und ist i. d. R.
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nach 72 Stunden (h) abgeschlossen (Berchtold et al., 2006) (Biberthaler & van Griensven,
2016) (Marsell & Einhorn, 2011) (Scharf et al., 2011).

Die reparative Phase erfolgt im Anschluss an die Entziindungsphase und l&sst sich wiederum
in eine Granulationsphase und eine Kallushdrtungsphase gliedern:

In der Granulationsphase findet im Hamatom eine Umstrukturierung statt: Es erfolgt die Bil-
dung von Granulationsgewebe und Rekrutierung mesenchymaler Vorlduferzellen durch Zyto-
kine. Die mesenchymalen Vorlauferzellen differenzieren sich zu Chondroblasten, Osteoblas-
ten, Fibroblasten und Endothelzellen. Parallel hierzu differenzieren sich Stammzellen perios-
sal zu Osteoblasten und stellen daraufhin Knochenmatrix her. Die Chondroblasten des Granu-
lationsgewebes differenzieren sich zu Chondrozyten, welche fahig sind, kollagene Matrix zu
bilden. Somit entsteht der sogenannte weiche Kallus, welcher aus Bindegewebe besteht. Die
Chondrozyten hypertrophieren im knorpeligen Kallus und gehen zugrunde. Aufgrund der Se-
zernierung von VEGF durch die hypertrophierten Chondrozyten und Neubildung von Angi-
opoetin erfolgt eine Einsprossung von Kapillaren im Sinne einer induzierten Angiogenese.
Dies fihrt insgesamt zur enchondralen Ossifikation des Kallus (Gerber et al., 1999). Nach ca.
3 - 4 Wochen ist der Frakturspalt teilweise durch Knorpel, teilweise durch Bindegewebe ver-
bunden und weist hierdurch ein Maximum an Kallusgewebe auf (Scharf et al., 2011).

In der Phase der Kallushartung findet der Umbau des weichen Kallus in den Fixationskallus,
dem sogenannten harten Kallus statt. Dies erfolgt durch Bildung verkalkter Knorpelsubstanz.
Osteoblasten lagern sich an den vorhandenen weichen Kallus und bilden eine Knochenmatrix,
welche im Verlauf zunehmend mineralisiert. Die multizellulare Grundeinheit (auch basic mul-
ticellular unit, BMU) baut toten Knochen ab und tauscht den zuvor mineralisierten Knorpel
durch Knochen aus. Diese BMU besteht aus Interzellularsubstanz, Zellen und Kapillaren.
Durch die verschiedenen Umbauvorgénge entsteht entlang der Kapillaren Geflechtknochen.
Erst im Verlauf erfolgt eine Umstrukturierung zu Lamellenknochen (Biberthaler & van Grien-
sven, 2016) (Scharf et al., 2011).

In der letzten Phase der sekunddaren Knochenheilung, auch Remodelingphase oder Phase des
Knochenumbaus genannt, erfolgt ein Umbau des Fixationskallus mithilfe der BMU zu ausge-
reiftem Lamellenknochen. Von klinisch abgeschlossener Knochenheilung spricht man, wenn
der Knochen wieder seine urspringliche Festigkeit erlangt hat. Eine biologisch abgeschlosse-
ne Knochenheilung besteht jedoch erst, sobald keine Reparaturprozesse mehr nachweisbar
sind. Dies kann bis zu mehrere Jahre andauern (Berchtold et al., 2006) (Henne-Bruns &
Barth, 2012) (Scharf et al., 2011).
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Die murine Knochenheilung éhnelt der Humanen grundsatzlich. Sie weist jedoch im Gegen-
satz zum Menschen bereits 10 - 14 Tage nach Fraktur ein Kallusmaximum auf. In Vorstudien
an Mausen konnte nach 21 Tagen eine Frakturiuberbriickung beobachtet werden. Insgesamt
konnte nach einem Zeitraum von etwa 42 - 84 Tagen postfrakturell eine Biegesteifigkeit
nachgewiesen werden, welche in etwa einem gesunden Mauseknochen entsprach (Hiltunen et
al., 1993) (Manigrasso & O’Connor, 2004).

2.2.4  Defektheilung (Pseudarthrosen)

Eine Defektheilung (auch verzbgerte Heilung genannt) besteht, wenn erst nach 4 - 6 Monaten
eine Konsolidierung der Fraktur erfolgt ist (Henne-Bruns & Barth, 2012). Besteht nach 6 - 8
Monaten nur eine fibrose Verbindung zwischen den Bruchenden, also keine knocherne Uber-
briickung und sowohl klinisch als auch radiologisch keine Heilung der Fraktur, bezeichnet
man dies als Pseudarthrose (Henne-Bruns & Barth, 2012). Als Ursache fir die unzureichende
Heilung kommen sowohl mechanische als auch biologische und / oder endokrinologische
Faktoren in Betracht. Die haufigste, mechanische Ursache ist die Instabilitat durch unzu-
reichende Ruhigstellung und daraus resultierenden Scherbewegungen und Stauchungen im
Frakturspalt. Der im Rahmen der Knochenheilung entstandene Geflechtknochen wird auf-
grund der mangelnden Ruhigstellung immer wieder zerstort und erféhrt deshalb keinen Um-
bau zu Lamellenknochen. Bei der primdren Knochenheilung verhindert eine ungenligende
Ruhigstellung die Uberbriickung durch die Havers-Systeme.

Biologische Ursachen flr die Entstehung von Pseudarthrosen kdnnen vielfaltig sein. Eine der
haufigsten Ursachen ist eine mangelnde Durchblutung des Frakturspalts (Scharf et al., 2011).
Hierdurch kommt es zum Absterben der Knochenenden. Auch ein Substanzverlust oder die
Denervierung konnen eine defekte Heilung zur Folge haben. Andere Faktoren, die negativen
Einfluss auf die Frakturheilung haben kénnen, sind z. B. das Alter, unterschiedliche Medika-
mente oder auch Nikotinabusus (Scharf et al., 2011).

Liegt der Pseudarthrose eine mechanische Instabilitdt zugrunde, entsteht eine periostal ausla-
dende Kallusentwicklung an beiden Enden, ohne dass eine kndcherne Uberbriickung des
Frakturspalts erfolgt. Kennzeichnend in diesem Zusammenhang ist jedoch eine gute Vaskula-
risierung der Fragmente. Diese, oft elefantenfuld@hnelnde, Pseudarthrose wird hypertrophe

Pseudarthrose genannt (Scharf et al., 2011).
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Besteht hingegen eine mangelnde Durchblutung, so ist meist kein Heilungsprozess maoglich.
Die Frakturenden sind atroph. Man spricht hierbei folglich von einer atrophen oder auch avi-
talen Pseudarthrose (Scharf et al., 2011).

Bei der Defektpseudarthrose ist der zu tberbriickende Frakturspalt zu grof3, sodass auch mit-
hilfe der Kallusbildung im Rahmen der sekundaren Knochenheilung keine adaquate Uberbrii-
ckung maglich ist (Scharf et al., 2011).

Klinisch hinweisend ist die pathologische Beweglichkeit des Knochens als Zeichen einer De-
fektheilung. Liegt hingegen eine ,,straffe” Pseudarthrose vor, sind andere klinische Zeichen

wie Schmerzen, Schwellung und Belastungsunféhigkeit fuhrend (Scharf et al., 2011).

2.25  Behandlung der Pseudarthrose

Die Behandlung von Pseudarthrosen erfolgt abhangig von der zugrunde liegenden Ursache.
Besteht eine hypertrophe Pseudarthrose aufgrund fehlender Fixation der Frakturenden, so ist
eine Stabilisierung in Form einer Osteosynthesetechnik zu gewéhrleisten. Aullerdem werden
Pseudarthrosemembranen entfernt und die Frakturenden sparsam reseziert und angefrischt,
sodass eine Heilung erfolgen kann (Scharf et al., 2011).

Bei der atrophen Pseudarthrose ist das priméare Therapieziel den physiologischen Ablauf der
Knochenheilung zu induzieren. Dies kann durch Wiederherstellung der Vaskularisation des
Frakturbereichs und Resektion atropher Bereiche erreicht werden. Technisch ist dies durch
verschiedene Operationsverfahren wie z. B. Transplantation von spongiésem Knochen mdg-
lich (Scharf et al., 2011).

Bei Defektpseudarthrosen kann eine Heilung durch kortikospongidse Knochenspantrans-
plantationen erreicht werden. Der Knochenspan tiberbriickt einerseits den Defekt und beinhal-
tet andererseits gut vaskularisierte Spongiosa. Die Fixation des Knochenspans erfolgt i. d. R.
durch Osteosyntheseverfahren. Alternativ konnen die Frakturenden durch verschiedene Fixa-
tionssysteme zueinander gezogen werden. Bei infizierten Pseudarthrosen muss zusatzlich das
infizierte Gewebe grol3ziigig reseziert werden bevor eine Spongiosaplastik erfolgen kann
(Scharf et al., 2011).

Ein wichtiges Zytokin wéhrend der Knochenheilung ist VEGF. VEGF fordert die vaskulare
Endothelproliferation, hierdurch die Angiogenese und wahrend der Knochenheilung auch die
Osteoblastogenese (Liu et al., 2012). VEGF wird durch hypertrophe Chondrozyten sezerniert,
was zu einer Kapillareinsprossung fuhrt (Gerber et al., 1999) (Keramaris et al., 2008). Es

konnte nachgewiesen werden, dass eine Blockierung der Angiogenese durch VEGF-Inhibi-
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toren, beispielsweise durch O-(chloroacetylcarbamoyl) fumagillol (TNP-470), zu einer Ver-
hinderung des Heilungsmechanismus, Beeintrachtigung der Kallusbildung und Unterdri-
ckung der periostalen Knochenneubildung fiihrt (Hausman et al., 2001). Dartber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass Frakturen eine hohere Knochendichte aufweisen und die
Mineralisierung des Knochens positiv beeinflusst wird, wenn diese mit VEGF behandelt wur-
den (Keramaris et al., 2008). Im Rahmen anderer Studien konnte gezeigt werden, dass das
Verhaltnis von VEGF zu BMP eine wesentliche Rolle fiir den Wirkmechanismus von VEGF
spielt und sich somit eine geringe therapeutische Breite ergibt. Ist die Dosis von VEGF zu
hoch, kann es zur Bildung von H&mangiomen kommen (Keramaris et al., 2008).

Weitere fur die Knochenheilung essenzielle Zytokine sind, wie unter 2.1.3 beschrieben,
PDGF, TNF-a, FGF und IL-6. Hieraus kdnnten sich therapeutische Mdglichkeiten ergeben.
Eine Studie an geklonten humanen Osteoblasten zeigte, dass PDGF den Thymidin-Einbau
und somit die Genexpression und Zellproliferation steigert und dies zu einer Stimulation der
Knochenbildung fihren kann (Zhang et al., 1991). TNF-o konnte bei richtiger Dosierung der
Zugabe in den Frakturspalt eine Beschleunigung der Frakturheilung am Mausmodell nachge-
wiesen werden (Glass et al., 2011). Die Wirkung der gezielten Expression von FGF in einem
Mausmodell zeigte ebenfalls eine beschleunigte Frakturheilung (Hurley et al., 2016). Weitere
wichtige Faktoren sind die Gruppe der BMPs, welche die Stammzelldifferenzierung in
Chondro- und Osteoblasten induzieren und ebenfalls therapeutisch genutzt werden kdnnen
(Mi et al., 2013). In einem murinen Pseudarthrosemodell wurde bereits die verbesserte Kno-
chenheilung bei lokaler Injektion von BMP-2 aufgezeigt (Orth et al., 2017).

Ein weiterer Ansatz zur Behandlung von Pseudarthrosen stellt die Gentherapie dar. So ist ver-
sucht worden die Zytokinkonzentration zu erhdhen, indem die produzierenden Zellen zur
Herstellung entsprechender Zytokine angeregt worden sind (Scharf et al., 2011). Beispiels-
weise konnte durch einen Adenovirusvektor, der Desoxyribonukleinsédure (DNA) enthielt, die
fur humane VEGF- und BMP-6-Gene kodiert, eine Transduktion auf eine mesenchymale
Stammzelle erfolgen. Einige Stammzellen wurden kultiviert, um die Differenzierung zu Oste-
oblasten zu untersuchen. Andere wurden Ratten verabreicht, um die Knochenbildung zu beur-
teilen. In beiden Fallen konnte eine Steigerung der Expression von humanem VEGF und
BMP-6 detektiert werden, welche zur Potenzierung der Matrixmineralisierung fuhrte (Seamon
etal., 2013).
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2.3 Frakturmodelle

In vitro-Tests kdnnen nitzlich sein, um biologische Mechanismen und verschiedene Parame-
ter zu bestimmen. Die Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Klinik ist jedoch im Allgemei-
nen schwierig, da die Frakturheilung ein komplexer Prozess ist, welcher eine rdumlich und
zeitlich koordinierte Wechselwirkung zahlreicher Zelltypen und molekularer Mediatoren er-
fordert. Neben biologischen Faktoren wird der Heilungsvorgang auch durch das lokale bio-
mechanische Umfeld beeinflusst (Bigham-Sadegh & Oryan, 2015) (Haffner-Luntzer et al.,
2019).

Tierversuche sind besser auf den Menschen Ubertragbar, als in vitro-Testungen (Bigham-
Sadegh & Oryan, 2015). Dies ist oft entscheidend fur die Aussagekraft der VVersuchsergebnis-
se und die Extrapolation. Die Verwendung von Tiermodellen hilft dabei, die wirksamsten
Methoden zur Behandlung des Menschen zu studieren (Bigham-Sadegh & Oryan, 2015).

Die Versuche an verschiedenen Tiermodellen zur Knochenheilung werden sowohl an kleinen
als auch an grofen Tieren durchgefiihrt (Bigham-Sadegh & Oryan, 2015).

In der experimentellen Knochenheilungsforschung haben sich in den letzten Jahren verschie-
dene Methoden und Frakturmodelle etabliert. Zu den am hdufigsten gewahlten Modellen zah-
len neben Ratten und Mausen auch Kaninchen und Schafe (Martini et al., 2001) (Reifenrath et
al., 2014).

Generell ist die Reproduzierbarkeit sowie die Aussagefahigkeit des Tiermodells elementar: In
jedem Tiermodell unterscheiden sich die Eigenschaften und Umstédnde zu denjenigen des
Menschen. So sind z. B. die Makro- und Mikrostruktur des Knochens different (Reifenrath et
al., 2014).

Fur die Wahl des geeigneten Tiermodells sollten verschiedene Faktoren berticksichtigt wer-
den. Hierzu gehort die Verfligbarkeit des Tiers, die Kosten der Haltung und Beschaffung wie
auch eine moglichst einfache Handhabung und Pflege. Ebenfalls die TiergroRe, die Bestén-
digkeit gegen Operationen, Infektionen und Krankheiten sowie die dem Menschen méglichst
analoge biologische Eigenschaften, Knochenstruktur und -zusammensetzung spielen eine we-
sentliche Rolle (Auer at al., 2007) (Bigham-Sadegh & Oryan, 2015).

Dariiber hinaus missen ethische Grundsatze beachtet werden: Phylogenetisch primitiveren
Tieren wird fur die experimentelle Forschung im Allgemeinen mehr Akzeptanz geschenkt als

héher entwickelten Tieren wie z. B. dem Hund (Porter, 1992).

Im Folgenden werden die in tierexperimentellen Studien am haufigsten verwendeten Fraktur-

heilungsmodelle aufgefihrt.
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2.3.1 Maus

Die Maus gehort neben der Ratte, dem Kaninchen und dem Schaf zu der am meisten verwen-
deten Tierart der experimentellen Knochenheilungsforschung (Reifenrath et al., 2014).

Schon 1955 wurden Frakturstudien an Méusen beschrieben, welche jedoch spéter aufgrund
der GroRe zunichst weitestgehend durch das Rattenmodell ersetzt wurden (Histing et al.,
2011) (Merezhinskii et al., 1955).

Da sich die Maus jedoch aufgrund der groRen Verfligbarkeit spezieller Antikdrper besonders
fir die Erforschung zellularer Ablaufe sowie Enzymen und Signalproteinen der Knochen-
heilung eignet, gewann die Maus zuletzt zunehmend an Bedeutung (Reifenrath et al., 2014)
(Histing et al., 2011).

Auch die geringen Zucht- und Haltungskosten, die kiirzeren Zuchtzyklen sowie die Mdglich-
keit mehrere Tiere in einem K&fig unterzubringen sind weitere Vorteile fur die Forschung an
der Maus (Histing et al., 2011).

Da das Genom der Maus vollstandig entschlusselt ist, ergeben sich weitere Mdglichkeiten zur
Analyse molekularer Mechanismen der Knochenheilung sowie zum Einsatz monoklonaler
Antikorper, die fir andere Tierarten nur begrenzt verfligbar sind (Histing et al., 2011). In die-
sem Zusammenhang besteht der Vorteil der Kleintierinzuchtmodelle darin, dass aufgrund der
verminderten Heterogenitat im Vergleich zu groReren Tiermodellen wie z. B. dem Kaninchen
eine verminderte Anzahl an Tieren bendtigt wird um ein statistisch signifikantes Ergebnis zu
erzielen (Reifenrath et al., 2014).

Analog zu anderen Tierarten nehmen Faktoren wie z. B. das Alter, das Geschlecht oder der
Stamm Einfluss auf den Knochenheilungsprozess der Maus, sodass entsprechende Angaben
bei den Ergebnissen stets berticksichtigt werden miissen (Histing et al., 2011).

Méuse besitzen im Gegensatz zum Menschen kein Havers-System, sondern Resorptionshoh-
len, in denen der Knochenumbau stattfindet. Jedoch &hneln diese Hohlen dem Havers-System,
sodass sich die Maus trotz dessen zur Untersuchung der Knochenheilung eignet (Histing et
al., 2011) (Nunamaker, 1998).

Eine Herausforderung fiir die technische Durchfiihrbarkeit von Frakturmodellen an der Maus
ist die geringe KorpergroRe und das damit verbundene nétige manuelle Geschick der chirur-
gischen Intervention (Histing et al., 2011).

Studien zur Knochenheilung an der Maus werden vor allem an langen Réhrenknochen, wie z.
B. der Tibia oder dem Femur durchgefiihrt. Wahrend die Tibia aufgrund der dreieckigen
Form, dem nach distal abnehmenden Kaliber, der gebogenen Langsachse und der geringen

Weichteilabdeckung weniger fur die vorliegende Studie verwendbar ist, eignet sich das Femur
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aufgrund seines tubuldren Aufbaus und dem relativ gleichméaRigen und gréReren Durchmesser
hervorragend fur externe und interne Osteosyntheseverfahren sowie flr Plattenfixations-
modelle (Holstein et al., 2007). Aufgrund der dickeren Weichteilummantelung ist das Femur
auch fur die Untersuchung des Einflusses des Weichteilgewebes auf das Frakturgeschehen im
Vergleich zur Tibia zu bevorzugen (Histing et al., 2011).

Generell lassen sich zwei Arten von Frakturierung unterscheiden: Der Knochen kann offen
osteotomiert werden oder geschlossen mittels 3-Punkt Biegung wie sie z. B. von Manigrasso
et al. (2004) angewandt wurde. Die offene Fraktur kann beispielsweise durch die Verwendung
einer Gigli Drahtsage oder mittels Frasbohrer erfolgen (Garcia et al., 2008) (Orth et al., 2017).
Die geschlossene Methode der Frakturierung basiert auf der von Bonnarens und Einhorn 1984
veroffentlichten Methode. Hierbei erfolgte die Frakturierung eines Rattenknochens mittels
stumpfer Guillotine, welche eine reproduzierbare Querfraktur mit minimalem Weichteilscha-
den erzeugte (Bonnarens & Einhorn, 1984). Dieses Verfahren wurde auch fur die Tibia der
Maus (Hiltunen et al., 1993) und das Femur (Manigrasso & O’Connor, 2004) beschrieben.

In den letzten Jahren haben sich verschiedene Methoden der Frakturfixierung bei Mausmodel-
len etabliert:

Das intramedulldre Pin-Modell ist ein weit verbreitetes Fixationsmodell das urspringlich
1984 durch Bonnarens und Einhorn an der Ratte publiziert wurde (Bonnarens & Einhorn,
1984). Der wesentliche Nachteil dieser Methode ist jedoch die ungentigende Rotations- und
Achsenstabilitat, die Gefahr der Dislokation und die durch den Pin verursachten intramedulla-
ren Schaden (Histing et al., 2009) (Histing et al., 2011).

Cheung et al. (2003) publizierten die Frakturfixierung mittels Fixateur externe. Er besteht aus
zwei Aluminiumbldcken, welche horizontal durch zwei Stifte verbunden werden. Eine Stabi-
lisierung der Stifte kann ber zwei Schrauben in dem jeweiligen Aluminiumblock erfolgen.
Um den Fixateur externe mit dem Knochen zu verbinden werden vier weitere Stifte vertikal
an den Aluminiumbldcken, bestehend aus 25 G Injektionsnadeln, angebracht. Durch diese
Stifte fuhrt ein 0,3 mm Draht, welcher vertikal bikortikal im Knochen verankert wird. Um das
Herausrutschen des Drahtes zu verhindern erfolgt ein Crimpen der Injektionsnadeln. Im Ver-
gleich zum Pin-Modell zeigte sich durch den Fixateur externe eine stabilere Fixierung
(Cheung et al., 2003).

Holstein und Kollegen entwickelten im Vergleich zum herkdmmlichen intramedull&ren Pin
ein stabileres Verriegelungsmarknagelmodell (Holstein et al., 2007). In dieser Fixierungs-
technik wird mithilfe einer distal abgeflachten Spritzkandle, die Gber einen Wolfram-Draht in

den Knochen eingefuhrt wird, die Fraktur stabilisiert. Bis auf die von Cheung und Kollegen
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veroffentlichte externe Stabilisierungsmethode, stellte dies bis dato die erste rotationsstabile
Fixierungsmaglichkeit dar (Holstein et al., 2007).

Nachfolgend wurde von unserer Arbeitsgruppe ein Verfahren entwickelt, welches erstmals die
Untersuchung von Pseudarthrosen ermdglichte: Im Pin-Clip Modell wird, &hnlich dem in-
tramedullaren Pin-Modell, eine Spritzkanile in den Markraum von distal nach proximal ein-
gefiihrt und rotationsstabil verankert. Im sekundédren Abschnitt des Verfahrens wird der Ober-
schenkel lateral er6ffnet und das Femur freigelegt. Hier wird der Clip nun eingesetzt und der
Knochen dazwischen osteotomiert. Abhangig von der Grofie des induzierten Defekts kann
eine physiologische Knochenheilung oder Pseudarthrose induziert werden (Garcia et al.,
2008) (Garcia et al., 2008b). Das Pin-Clip Modell wurde in der vorliegenden Arbeit ver-
wendet und wird unter 3.1.5 genauer beschrieben.

Ein weiteres, verfligbares Knochenheilungsmodell der Maus stellt die ,,LockingMouseNail*-
Methode dar: Auch hier wird ein intramedull&r verankerter Pin in das Femur eingeflhrt. An-
stelle eines Clips wird der Pin jedoch mit zwei bikortikal montierten Stiften stabilisiert, zwi-
schen welchen die Osteotomie erfolgen kann (Garcia et al., 2009). Hierdurch kann ebenfalls
eine physiologische oder gestorte Frakturheilung inklusive Pseudarthrosen induziert werden.
Eine Alternative, die nicht den Intramedullarraum beschadigt, ist die von Histing und Kolle-
gen verOffentlichte ,,LockingMousePlate (Histing et al., 2010). Hierbei wird eine Platte mit 4
Schrauben an das frakturierte Femur angebracht. Dieses Verfahren ermdglicht die Untersu-
chung der intramembrandsen Knochenheilung (Histing et al., 2010).

Eine weiteres, murines Frakturheilungsmodell wurde 2009 publiziert: Bei dem ,,Mouse-
Screw*-Verfahren wird das Femur distal und proximal er6ffnet und ein Fihrungsdraht einge-
fiihrt. Nach Frakturierung des Knochens wird tiber den bereits zuvor eingebrachten Draht eine
Schraube mit distalem Gewinde eingefiihrt und am proximalen Femurende verschraubt, so-
dass eine zusatzliche Komprimierung der Frakturenden ermdglicht wird (Holstein et al.,
2009).

2.3.2 Ratte

Die Ratte gehorte schon vor der Maus zu einer haufig fir Knochenheilungsmodelle verwen-
deten Tierart (Histing et al., 2011). Erste Versuche hierzu erfolgten bereits 1946 (Pritchard,
1946). Der wesentliche Vorteil der Ratte gegentber der Maus ist die KdrpergrofRe bei ver-

gleichbaren Zucht- und Haltungskosten.
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Auch an der Ratte haben sich im bisherigen Verlauf viele Frakturmodelle etabliert: Basierend
auf der Pin-Osteosynthese von Bonnarens und Kollegen wurde das Verfahren von An et al. an
der Tibia der Ratte modifiziert und Uberarbeitet (An et al., 1994) (Bonnarens & Einhorn,
1984).

Die externe Fixation sowie die Plattenosteosynthese wurden auch an der Ratte beschrieben
(Mark et al., 2003) (Wildemann et al., 2004). Diese weitaus stabileren Verfahren im Ver-
gleich zu der einfachen Marknagelung haben jene weitgehend ersetzt.

Hietaniemi und Kollegen publizierten 1995 ein Pseudarthrosemodell an der Ratte (Hietani-
emi et al., 1995). Dieses Modell hat jedoch gegentber den beschriebenen, murinen Pseudarth-
rosemodellen den Nachteil der fehlenden Rotationsstabilitit (Garcia et al., 2008b). Daruber
hinaus ist das Spektrum an verfiigbaren monoklonalen Antikérpern im Vergleich zur Maus
geringer (Histing et al., 2011) (Holstein et al., 2007) (Petters & Sommer, 2000). Wie bei der
Maus besteht bei der Ratte ebenfalls der VVorteil der verminderten Heterogenitat im Vergleich
zu gréReren Tiermodellen, wodurch weniger Tiere zur Erzielung signifikanter Ergebnisse
benotigt werden (Reifenrath et al., 2014).

2.3.3 Kaninchen

Das Kaninchen ist eine ebenfalls hdufig verwendete Tierart zur Untersuchung der Knochen-
heilung (Martini et al., 2001). Im Gegensatz zu Mdusen und Ratten besitzt der Kaninchenkno-
chen ein Havers-System und ist vergleichsweise grof3, weshalb dieser dem des Menschen dhn-
licher ist (Reifenrath et al., 2014).

Im Vergleich zu Maus und Ratte sind Versuche am Kaninchen aufgrund héherer Zucht- und
Haltungskosten und langerer Versuchszeiten jedoch teurer (Histing et al., 2011).

Verfahren wie Plattenosteosynthese, Verriegelungsmarknagelung und externe Fixationen sind
fir das Kaninchen beschrieben (Danckwardt-Lilliestrom et al., 1970) (Lettin, 1965) (Park et
al., 1999). Verschiedene reproduzierbare Defektheilungsmodelle wurden ebenfalls fir das
Kaninchen etabliert: So publizierten Park und Kollegen eine Studie, in der die Wunde wie-
derholt bewéssert und ein Wunddebridément erfolgte. Die Frakturlberbriickungszeit stieg
hierdurch von durchschnittlich 6,2 Wochen auf 7,6 Wochen an (Park et al., 2002).

Ein weiteres Pseudarthrosemodell, welches keine zwischenzeitliche Intervention bendtigt, ist
das von Oni veroffentlichte Verfahren. Hierbei wurde die Fraktur mittels intramedulléren Stift
stabilisiert (Oni, 1995).
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234 Schaf

Das Schaf ist das vorwiegend verwendete Grofitiermodell der Knochenheilungsforschung
(Reifenrath et al., 2014). Das Korpergewicht ahnelt dem des Menschen und auch die GroRe
der Knochen ist vergleichbar, sodass fur das Schaf Implantate und Prothesen, die flr den
Menschen vorgesehen sind, verwendet werden kénnen (Newman et al., 1995) (Pearce et al.,
2007). Der mikroskopische Knochenaufbau des Schafs weicht jedoch dem des Menschen ab:
Ein Remodeling tber das Havers-System erfolgt erst im Alter. Bis zum 4. Lebensjahr domi-
niert hingegen eine plexiforme Knochenstruktur (Liebschner, 2004) (Newman et al., 1995)
(Pearce et al., 2007).

Neben Osteotomieverfahren mit definierter FrakturspaltgréRe wurden auch Pseudarthrose-
modelle mit einer SpaltgroRe zwischen 10 und 50 mm publiziert (Preininger et al., 2011)
(Reifenrath et al., 2014) (Teixeira et al., 2007).

235 Hund

Der Hund eignet sich aufgrund seines Knochenaufbaus und seiner GroRenverhaltnisse sehr
gut fiir die Erforschung der Knochenheilung. Sein Knochenaufbau weist eine groRe Ahnlich-
keit zu dem des Menschen auf (Reifenrath et al., 2014).

Schon im Jahre 1968 wurden Tibia und Radius des Hundes osteotomiert und der Knochen auf
Vaskularitat untersucht (Olerud & Danckwardt-Lilliestrom, 1968).

Fur den Hund wurden vielféltige Operationsverfahren und Stabilisierungstechniken ent-
wickelt wie z. B. das Polyaxial Locking Plate System (PAX), eine Plattenosteosynthese, die
durch Verriegelung der Schrauben innerhalb der Platte zur Stabilisation der Fraktur fihrt.
Diese Systeme sind aufgrund des veterindrmedizinischen Interesses von grolRer Bedeutung
(Barnhart et al., 2013).

Ein Pseudarthrosemodell sowohl fur die hypertrophe Form als auch fiir die atrophe Form
wurde am Hundemodell beschrieben (Dos Santos Neto et al., 1984) (Markel et al., 1995).
Ir’ianov und Kollegen publizierten eine Studie, in welcher eine offene Triimmerfraktur an
Hunden simuliert und ein mit HA beschichteter Draht in den Markraum eingeftihrt wurde. Sie
wiesen einen positiven Effekt auf den Kochenheilungsprozess nach (Ir’ianov et al., 2014).

Der wesentliche Nachteil des Hundemodells ist neben der teuren und anspruchsvollen Hal-
tung der ethische Konflikt. So gilt der Hund als hochintelligentes Begleittier, was die Ver-
wendung fiir Knochenheilungsstudien limitiert (Porter, 1992) (Reifenrath et al., 2014).
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2.3.6 Primat

Der Primat hat den héchsten Ahnlichkeitsgrad des biologischen Knochenaufbaus im Ver-
gleich zum Menschen. Allerdings finden Versuche an Primaten aufgrund der hohen Kosten,
der begrenzten Verfligbarkeit und dem Rang auf der phylogenetischen Skala wenig Anwen-

dung in der Knochenheilungsforschung (Nunamaker, 1998).

2.4 Trégermaterialien

In der Erforschung von Fraktur- und Defektheilungen werden verschiedene Wirkstoffe, wie
beispielsweise Wachstumsfaktoren, angewandt um den Heilungsprozess zu beeinflussen
(Blumenfeld et al., 2002) (Holstein et al., 2011) (Ogilvie et al., 2012) (Orth et al., 2017)
(Street et al., 2002). Um diese Faktoren korrekt zu implantieren und eine kontinuierliche Ab-
gabe der Wirkstoffe zu gewahrleisten gibt es verschiedene Ansétze. Die Pharmakokinetik der
Faktorabgabe spielt eine maligebliche Rolle fiir den klinischen Erfolg, die Wirksamkeit und
einen kosteneffizienten Verbrauch. Ziel ist es, ein mdglichst physiologisches Abgabever-
halten, welches der regelhaften Knochenheilung gleicht, zu erzeugen. Die physiochemischen
und biologischen Eigenschaften der Wachstumsfaktoren begriinden die Notwendigkeit Tra-
gersysteme zu entwickeln, die die Bioaktivitat der Faktoren aufrechterhalten und die Bestén-
digkeit sowie Verfuigbarkeit an der Implantationsstelle verbessern (King & Krebsbach, 2012).
Ferner mussen Tragersysteme von bioaktiven Stoffen verschiedene Anforderungen erfillen:
Sie sollten idealerweise den Knochendefekt bzw. die Implantationsstelle bestmoglich ausful-
len, aus biokompatiblen und osteokonduktiven Substanzen bestehen, biomechanische Eigen-
schaften am Ort der Implantation erfullen, eine dreidimensionale(3D)-Struktur besitzen die
den Anforderungen des lokalen Zellstoffwechsels entspricht und ber einen bestimmten Zeit-
raum abgebaut werden (Hollister, 2009) (King & Krebsbach, 2012).

Dartiiber hinaus sollte die Steuerung und Einstellung der Freisetzung nach individuellen Be-
durfnissen adaptierbar sein. Ein unkompliziertes, standardisiertes und reproduzierbares Bin-
dungsprotokoll gewahrleistet eine einfache Handhabung und die Moglichkeit zur Anwendung
in der Klinik (Orth et al., 2017) (Yu et al., 2014).

Als Trégersysteme von bioaktiven Stoffen sind in den vergangenen Jahren verschiedene Ma-
terialien entwickelt worden: Initialen Bolusapplikationssystemen konnte keine signifikante
Verbesserung hinsichtlich der Bildung von neuem Knochengewebe nachgewiesen werden
(Einhorn, 2003) (King & Krebsbach, 2012). Nachfolgend entwickelte Tragermaterialien wie

z. B. Polymerschwéamme und auf verschiedenen Substanzen basierende Hydrogele oder Na-
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nopartikel ermdglichten eine Freisetzung von Wachstumsfaktoren tiber einen langeren Zeit-
raum (Burdick et al., 2002) (Chen & Mooney, 2003) (Friess et al., 1999) (Ghosh et al., 2008)
(Rai et al., 2005) (Suarez-Gonzélez et al., 2012) (Yamamoto et al., 2000). Eine zeitlich koor-
dinierte Freisetzung der Wachstumsfaktoren war jedoch nicht mdglich. Um die Art, Menge
und den Zeitpunkt der Wirkstofffreisetzung wahrend der Heilungsphase steuern und kontrol-
lieren zu konnen entwickelte eine amerikanische Arbeitsgruppe sogenannte Mineral Coated
Microparticles (MCM), die auch in der vorliegenden Studie verwendet wurden und nachfol-
gend genauer beschrieben werden (Yu et al., 2014).

2.4.1  Mineral Coated Microparticles (MCM)

MCM stellen mehrschichtige, Elektrolyt-beschichtete Mikropartikel dar, die als neuwertiges,
anpassungsfahiges Tragersystem zur Abgabe von einem oder mehreren Wachstumsfaktoren
geeignet sind. Sie bestehen aus HA-Partikeln mit einer Grél3e von etwa 3 - 5 um, welche mit
Elektrolyten beschichtet sind. Die Beschichtung entspricht in etwa der Konzentration von
Elektrolyten in humanem Blut und wird durch die Inkubation in einer Lésung, der modified
simulated body fluid (mSBF) (Tab. 1), auf die MCM {Ubertragen. Die Elektrolyte sind in der
Lage Wachstumsfaktoren elektrostatisch zu binden und diese wieder rdumlich und zeitlich

kontrolliert abzugeben.

lon | HCOs | NaCl | KCI | MgSOs | MgCl, | NaHCO;s | HEPES | CaCl, | KH2PO4
Konzentration 4,2 141,0 4,0 0,5 1,0 4,2 20,0 50 2,0
[(mM]

Tab. 1: lonenzusammensetzung der mSBF. Die mSBF enthalt lonen in einer genau definierten Zusammensetzung
und wird durch Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure (HEPES) gepuffert.

Je nach Anpassung der Elektrolytzusammensetzung der mSBF andert sich das Bindungs- und
Freisetzungsverhalten der gebundenen Wirkstoffe. So kann beispielsweise durch Verénderung
der HCO3 Konzentration die Bindungseffizienz und Stabilitat beeinflusst werden. Yu und
Kollegen zeigten, dass eine geringer gewahlte HCO3  Konzentration zu einer erhéhten Bin-
dungseffizienz der Wirkstoffe fihrt (Yu et al., 2014). AulRerdem kam es bei einer geringeren
HCOs™ Konzentration zu einer verminderten Ca?* Freisetzung, welche repréasentativ fir die
Stabilitdt der MCM steht. Hierdurch wird eine gute Steuerbarkeit und Kontrolle tber den zu
applizierenden Wirkstoff erreicht (Yu et al., 2014).
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Zudem ist die Morphologie der Beschichtung abhangig von der lonenzusammensetzung und
-konzentration der mSBF (Yu et al., 2014) (Abb. 1).

Abb. 1: Morphologie von MCMs mit unterschiedlichen Carbonatkonzentrationen. MCM unter gerin-
ger (a, b, c) bzw. hoher (d, e, f) VergroBerung mit niedriger (4,2 mM; a, b), mittlerer (25 mM; c, d)
und hoher (100mM; e, f) HCOsKonzentration (Yu et al., 2014).

Dariiber hinaus ist es moglich mehrere Wirkstoffe in verschiedenen Schichten auf MCM zu
binden (Yu et al., 2014). In vitro zeigte sich hierbei ein individuell kontrollierbares Frei-
setzungsprofil fur die Wirkstoffe BMP-2 und VEGF (Yu et al., 2014). MCM haben daher im
Bereich der regenerativen Medizin ein groRes Potential zur definierbaren Applikations-
fahigkeit von Wachstumsfaktoren (Yu et al., 2014).

2.5 VEGF

VEGF gehort zu einer Gruppe von Zytokinen, welche fur wichtige Schritte in der Vaskulo-
genese, Lymphangiogenese und in der physiologischen und pathologischen Angiogenese ent-
scheidend sind. Die VEGF-Familie besteht aus den Faktoren VEGF-A, -B, -C, -D, dem
Placenta Growth Factor (P1GF) sowie der viralen VEGF Homologe VEGF-E und Schlangen-
gift-VEGF (VEGF-F) (Dvorak, 2002) (Yla-Herttuala et al., 2007).

Der Hauptvertreter VEGF -A ist fiir den angiogenen Effekt verantwortlich, indem bei einem

bereits bestehenden Gefallbett neue Gefalle ausgebildet werden (Vempati et al., 2014).
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251 Historie

Bereits Ende der 1970er Jahre haben Dvorak et al. im Rahmen der Tumorforschung an Meer-
schweinchen einen gefal3permeabilititssteigernden Faktor entdeckt, welchen sie zu Beginn
vascular permeability factor (VPF) nannten. Um zu Uberprifen, ob die Wirkung der Ge-
falpermeabilitatssteigerung, wie zundchst vermutet, durch Histaminfreisetzung aus Mast-
zellen erfolge, wurden in verschiedenen Versuchen zusatzlich Antihistaminika verabreicht.
Die Gefallpermeabilitatssteigerung wurde hierdurch jedoch nicht verhindert, sodass eine un-
abhangige Wirkung nachgewiesen werden konnte. Die Verdachtshypothese, VPF wirke direkt
auf das GefélRendothel, wurde hierbei ebenfalls bestétigt (Dvorak et al., 1979).

1983 identifizierten Senger et al. jenen Mediator, welcher sowohl in Tumorzellen als auch in
Tumor-Aszites von Mausen, Meerschweinchen und Hamstern nachweisbar war. Der Nach-
weis der GefalBpermeabilitatssteigerung, welche im Rahmen der Tumorerkrankung zu Aszites
fuhrt, erfolgte anhand der intravenésen Injektion eines kolloidalen Kohlenstoffs. Der Kohlen-
stoff lagerte sich in diesem Fall an gastrointestinale Oberflachen an, was die Theorie unter-
stitzte, dass die Tumorerkrankung zur Ausschittung von Mediatoren fiihren musse, welche
eine gefalpermeabilitatssteigernde Wirkung aufweisen (Senger et al., 1983).

Sechs Jahre spéater gelang Ferrara et al. die Isolierung des geféalsteigernden Mediators aus
bovinen Hypophysenfollikelzellen. Aufgrund seiner damalig nachgewiesenen Selektivitat fur
GefaBendothelzellen wurde der Faktor als ,,vascular endothelial growth factor” bezeichnet
(Ferrara & Henzel, 1989).

Nachfolgend gelangen Ferrara und Leung die Isolierung der Erbinformation fiir bovines
VEGF164 sowie fur humanes VEGF121, VEGF165 und VEGF189 (Leung et al., 1989).

Man fand zudem heraus, dass VEGF im menschlichen Koérper nicht nur in der Tumorangio-
genese eine wichtige Rolle spielt, sondern auch im Rahmen von Entziindungen und in der
Wundheilung (Connolly et al., 1989).

Als therapeutische Option bei Tumorerkrankungen erforschte man nachfolgend den Nutzen
von monoklonalen Antikérpern gegen VEGF. Die Suppression der Angiogenese fiihrte zu
einer Unterdriickung des GrolRenwachstums verschiedener Tumorentitaten (Kim et al., 1992).
2005 wurde in Deutschland erstmals Bevacizumab, ein humanisierter monoklonaler Anti-
korper gegen VEGF, fir die kombinierte Krebstherapie unter anderem fur Kolon-, Mamma-,
Nieren- und Bronchialkarzinomen zugelassen (Fachinformation Avastin®, 2019). Off-label
werden VEGF-Antikorper aulerdem fir die feuchte Form der altersabhéngigen Makula-

degeneration angewandt (Messori, 2014).
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2.5.2  Biosynthese und Struktur

Die Biosynthese und Struktur der VEGF-Familie wird reprasentativ durch VEGF-A beschrie-
ben. VEGF-A hat eine Molekulmasse von ca. 34 - 45 kD und weist eine hochkonservierte
Struktur auf, welche tber Disulfidbriicken miteinander verbunden ist. Das dimere Glykopro-
tein besteht aus zwei antiparallel ausgerichteten Ketten und besitzt pro Molekil zwei Rezep-
torbindungsstellen. Durch alternatives Splicen entstehen die verschiedenen Isoformen von
VEGF, dessen Gen sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 befindet (Dvorak, 2002).

Die drei haufigsten Isoformen von VEGF-A in menschlichen Zellen bestehen aus Polypepti-
den mit 189, 165 bzw. 121 Aminosdauren. Wéhrend die Isoform mit 189 Aminosduren von
allen acht Exons kodiert wird, werden die beiden kiirzeren Isoformen von den ersten funf und
zusétzlich Exon acht kodiert. Der Isoform von VEGF-A mit 165 Aminosauren, welche die
fuhrende Isoform darstellt, fehlen die Reste, die von Exon sechs kodiert werden. Im Vergleich
dazu fehlen der Isoform mit 121 Aminoséuren die kodierten Reste der Exons sechs und sie-
ben. Die Varianten weisen verschiedene physikalische Eigenschaften auf: VEGF-A 121 bin-
det kein Heparin, wohingegen die anderen Varianten VEGF-A 165 und 189 Heparin-bindend
sind. Liegen die Isoformen frei in einer Lésung vor, weisen sie jedoch dieselbe biologische
Aktivitat auf (Dvorak, 2002) (Senger et al., 1990).

2.5.3  Funktion und Wirkung

Neue Blutgefalie bilden sich durch zwei miteinander verwandte, aber dennoch unterschied-
liche Prozesse: Vaskulogenese und Angiogenese. Die Vaskulogenese ist die Bildung neuer
Blutgefalle aus primitiven Hamangioblasten. Angiogenese bezieht sich dagegen auf die Bil-
dung neuer BlutgefaRe aus bereits vorhandenen GefaRen (Dvorak, 2000).

VEGF ist ein multifunktionales Zytokin welches, neben der Funktion als wichtiger Angio-
genese induzierender Faktor in verschiedenen physiologischen Abldufen wie beispielsweise
der Wund- und Knochenbruchheilung, eine Steigerung der GefaRpermeabilitat fir Plasma und
Plasmaproteine in vivo bewirkt (Dvorak, 2002) (Li et al., 2003) (Senger et al., 1983) (Street et
al., 2000). Zudem ist VEGF essenziell fir die physiologische embryonale Entwicklung der
Vaskulogenese, was durch Knockout-Mause nachgewiesen wurde: Mause, denen homozygot

das VEGF-Gen fehlte, starben noch wahrend der Embryonalperiode (Carmeliet et al., 1996).

Im Rahmen des longitudinalen Knochenwachstums bewirkt VEGF die Invasion von Blut-

gefaRen; Eine Unterdriickung dieses Vorgangs fuhrte am Mausmodell zu einer beeintrachtig-
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ten trabekuldren Knochenbildung und einer mangelnden Knorpelresorption (Gerber et al.,
1999). Somit ist VEGF ein wesentlicher Koordinator fur die Chondrozytenfunktion, die An-
giogenese, die Knochenbildung in der Wachstumsfuge und den Umbau der extrazelluldren
Matrix (Gerber et al., 1999). Auch im Rahmen des Tumorwachstums fungiert VEGF als
wichtiger proangiogener Mediator: Es wurde gezeigt das von fast allen soliden Tumoren und
tumorassoziierten Stroma als Reaktion auf Hypoxie VEGF sezerniert wird (Moreira et al.,
2007) (Veikkola et al., 2000).

Seine Wirkung entfaltet VEGF vorrangig am Geféliendothel. VEGF interagiert mit hoher Af-
finitat mit zwei Tyrosinkinaserezeptoren, die selektiv auf dem GefaRendothel exprimiert wer-
den. Diese Wechselwirkung 16st eine Kaskade aus, zu deren Schritten unter anderem eine er-
hohte mikrovaskulare Permeabilitdt gehort, die zur Ablagerung einer proangiogenen extrazel-
luldren Fibrinmatrix und zur Bildung von Mutter- / Tochter-GefaRen fiihrt (Dvorak, 2000).
Ebenfalls werden Endothelzellen zum Teilen und Wandern angeregt, indem sich das Genex-
pressionsmuster veréndert. Auch die Apoptose und Seneszenz unterliegt der VEGF Wirkung,
indem das Zytokin Zellen vor ihnen schiitzt (Dvorak, 2002).

Hauptstimulus fur eine Ausschittung von VEGF ist die Hypoxie. Die Hochregulation des
Hypoxie-induzierenden Faktors 1 a (HIF-1a) in Tumorgewebe oder Osteoblasten bei niedri-
ger Sauerstoffkonzentration fuhrt zur Transkription angiogener Faktoren, darunter auch
VEGF (Hu & Olsen, 2016). Ebenfalls kénnen auf Gewebe einwirkende Schubspannungen
oder genetische Entwicklungen innerhalb eines Tumorgewebes die Expression von VEGF
induzieren (Vempati et al., 2014). Neben der Hypoxie sind jedoch viele weitere Faktoren fur
die Expression verantwortlich, wie z. B. verschiedene Wachstums- und Transkriptions-
faktoren, Hormone (beispielsweise Ostrogen) und mechanische Stimuli (Hu & Olsen, 2016).
Die so neu entstandenen Gefale sorgen fiir eine erhdhte Perfusion und vermehrter Sauerstoff-
zufuhr des umliegenden Gewebes (Vempati et al., 2014).

Zu den VEGF-Rezeptoren (VEGFR) gehéren VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 und Neuro-

pilin (NRP-1) (Dvorak, 2002). Eine schematische Ubersicht der mdglichen Ligand-Rezeptor
Verbindungen bietet Abbildung 2.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der VEGF-Rezeptoren und Liganden. VEGFR-1 und VEGFR-2
werden u. a. auf vaskularen Endothelzellen und VEGFR-3 auf lymphatischem Endothel im Erwachse-
nenalter, aber auch auf TumorblutgefdRen und anderen Zelloberflachen exprimiert. NRP-1 wird auf
vaskuldarem Endothel, Neuronen und einigen Tumoren exprimiert (Dvorak, 2002).

Das Signal der Rezeptoren ist auf verschiedenen Ebenen streng reguliert: Die Liganden- und
Rezeptorexpression, das Vorhandensein von Co-Rezeptoren und akzessorischen Proteinen
(unter anderem Neuropiline, Proteoglykane und Integrine) sowie die Inaktivierung von Tyro-
sinphosphatasen zusammen steuern die Geschwindigkeit der zellularen Aufnahme, des Ab-
baus und des Recyclings von VEGF (Simons et al., 2016). Nach Bindung der verschiedenen
VEGF Untergruppen an die jeweiligen Rezeptoren wird eine Kaskade induziert, welche zur
Autophosphorylierung der Rezeptorkinase fiihrt. Die Kinase aktiviert nun weitere Proteine
wie z. B. die Phospholipase Cy, Phosphoinositid-3-Kinase (P13-K), das GTPase-aktivierende
Protein (GAP) und die Mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Dvorak, 2002).

VEGFR-1 wird in verschiedenen Zelltypen wie z. B. Monozyten, Makrophagen, Osteoblas-
ten, glatten Gefalmuskelzellen und neuronalen Zellen exprimiert und kann VEGF-A, -B und
PIGF binden (Liu et al., 2012) (Simons et al., 2016). Es existieren VEGFR-1 Homodimere
oder Heterodimere von VEGFR-1 mit VEGFR-2. Eine Ligandenbindung an VEGFR-1 /
VEGFR-2 Heterodimere flhrt zu einer negativen Ruckkopplung der VEGFR-2 Homodimer-
aktivitat. Eine Blockierung des VEGFR-1 in Mauseembryonen fiihrte aufgrund einer tberma-
Rigen Endothelzellproliferation und unorganisierten GefaRen bereits nach 9 Tagen zum Tod
(Fong et al., 1995). Dies beruht auf der hierdurch vermehrten Bindung von VEGF-A an
VEGFR-2 und der daraus resultierenden Endothelzellproliferation (Cudmore et al., 2012)
(Fong et al., 1995) (Simons et al., 2016).

VEGFR-2 gilt als wichtigster Vertreter der VEGF-Rezeptoren und fiihrt durch verschiedene

intrazelluldre Signalwege zu einer Zellmigration und Proliferation (Simons et al., 2016). Auch
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die Zellform, GefaRpermeabilitat und das Uberleben der Zelle werden durch VEGFR-2 indu-
zierte Signalwege beeinflusst. Eine durch VEGFR-2 vermittelte Aktivierung der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase fuhrt zur Bildung von Stickstoffmonoxid in Muskelzellen, was
eine Vasodilatation bewirkt (Simons et al., 2016). Die Untersuchung von Mauseembryonen,
welchen das Gen fur VEGFR-2 fehlte, starben bereits zwischen dem 8. und 9. Embryonaltag
infolge eines frihen Defekts in der Entwicklung von hdmatopoetischen- und Endothelzellen.
Nach 7,5 Tagen fehlten die Dottersack-Blutinseln und es konnten zu keinem Zeitpunkt orga-
nisierte BlutgefaRe weder im Embryo noch im Dottersack beobachtet werden (Shalaby et al.,
1995).

VEGFR-3 wird sowohl in kapillarem und ventsem Endothel als auch in neuronalen Vorlau-
ferzellen exprimiert (Simons et al., 2016). Makrophagen, Osteoblasten und wéhrend der frii-
hen Entwicklung auch Blut- und lymphatische Endothelzellen exprimieren ebenfalls VEGFR-
3 (Simons et al., 2016). Durch die Interaktion und der damit verbundenen Aktivierung einer
Signalkaskade von VEGF-C und -D mit VEGFR-3 erfolgt eine Beteiligung an der Lymphan-
giogense sowie der Entwicklung des Herz-Kreislaufsystems (Dumont et al., 1998) (Dvorak,
2002). Im Rahmen einer Studie erfolgte die gezielte Inaktivierung des fir VEGFR-3 kodie-
renden Gens bei friihen Mdauseembryonen was zu einer fehlerhaften Blutgefalientwicklung
fihrte (Dumont et al., 1998). Eine Vaskulogenese und Angiogenese traten zwar auf, jedoch
organisierten sich groRe Gefalle abnormal mit defekten Lumen, was zu einer Ansammlung
von Flussigkeit in der Perikardhohle und einem Herz-Kreislaufversagen am Embryonaltag
neun bis zehn flhrte. Somit spielt VEGFR-3 eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung des
embryonalen Herz-Kreislauf-Systems vor dem Entstehen der LymphgefaRe (Dumont et al.,
1998) (Simons et al., 2016).

Das Blockieren der VEGFR-3-Signalubertragung mit monoklonalen Antikorpern fuhrte im
Mausmodell zu einer verminderten GeféaRsprossung und -dichte sowie einer geringeren Ge-

faBverzweigung und Endothelzellproliferation (Tammela et al., 2008).

Im Rahmen einer Fraktur ist das interfragmentédre Hamatom von entscheidender Bedeutung:
So wiesen Street und Kollegen eine 15 x erhohte VEGF-Konzentration im Frakturhdmatom
im Vergleich zum Plasma desselben Patienten nach. Generell waren die Plasmaspiegel von
VEGF aller Patienten mit Fraktur im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhéht. Die im
Hé&matom herrschende Hypoxie induzierte hierbei die Transkription von VEGF in Knochen-
und Entziindungszellen (Street et al., 2000).

Im weiteren Verlauf der Knochenheilung spielt VEGF eine wichtige Rolle fir die Rekrutie-

rung von Entziindungszellen. Unter anderem in einer Studie von Ancelin et al. konnte gezeigt
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werden, dass VEGF die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten und eine erhéhte Permeabili-
tdt des Knochenmarks zur Gewaéhrleistung des Austritts verschiedener Entziindungszellen
bewirkt (Ancelin et al., 2004) (Lim et al., 2014). Kurz nach der Knochenverletzung helfen sie
dabei Knochenreste und mikrobielle Krankheitserreger durch Phagozytose zu entfernen (Hu
& Olsen, 2016).

Die im Anschluss an die neutrophilen Granulozyten rekrutierten Makrophagen fuhren zur
Ausschittung verschiedener Zytokine wie beispielsweise TNF-a, IL-1a und IL-1B. Diese Zy-
tokine aktivieren Endothelzellen und fordern die Revaskularisation an den Verletzungs-
stellen. Sie sind auch wirksame Induktoren der VEGF-Expression in entziindlichen und oste-
oblastischen Zellen. VEGF ist ein chemotaktischer Faktor flir Makrophagen. Da Makropha-
gen angiogene Zytokine freisetzen, kann folglich VEGF die Angiogenese sowohl indirekt
uber Makrophagen als auch direkt Gber Endothelzellen stimulieren (Hu & Olsen, 2016).
Darlber hinaus ist VEGF in der Lage die Differenzierung von Stammzellen aus umliegenden
Muskeln, Knochenmark und Periost zu Osteoblasten und Chondrozyten zu regulieren (Hu &
Olsen, 2016).

Wéhrend der Knochenheilung wird VEGF durch Osteoblastenvorlauferzellen und in hyper-
trophen Chondrozyten exprimiert, was zur Einwanderung von Osteoblasten, Blutgefalien,
Osteoklasten und hamatopoetischen Stammzellen in das Ossifikationszentrum fihrt. VEGF
stimuliert nicht nur die Skelettvaskularisation, sondern spielt auch eine wesentliche Rolle fur
das Uberleben von epiphysaren Chondrozyten. In den spéten Stadien der chondralen Ossifika-
tion vermehren sich die Chondrozyten nicht mehr, sondern hypertrophieren und synthetisieren
Kollagen-Typ X sowie Osterix, ein starker Induktor der VEGF-Expression (Tang et al.,
2012). VEGF stimuliert die GefaRinvasion und die Rekrutierung von Chondroklasten, die die
hypertrophen Chondrozyten abbauen (Hu & Olsen, 2016). In einem murinen Femurfraktur-
modell verzogerte die Hemmung des VEGF-Signals den Knorpelumsatz, storte die Umwand-
lung von weichem Knorpelkallus in einen harten Knochenkallus und beeintrachtigte insge-
samt die Frakturheilung (Street et al., 2002).

Die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten wird Gberwiegend durch RANKL und
den Makrophagenkolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF) reguliert (Hu & Olsen, 2016).
Wahrend der Knochenbildung bindet VEGF, das von hypertrophen Chondrozyten stammt, in
Makrophagen an VEGFR-1 und fordert somit die Differenzierung der Makrophagen zu Oste-
oklasten sowie deren Migration. Uber Bindung an VEGFR-2 in Osteoklasten wird deren
Uberleben und Knochenresorptionsaktivitat geférdert. So kann die Verringerung von VEGF

beim Knochenumbau die angiogenen und osteogenen Signale indirekt durch die Hemmung
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der Knochenresorption verringern (Hu & Olsen, 2016). Daher ist wéhrend der chondralen
Ossifikation VEGF aus hypertrophen Chondrozyten entscheidend fur die Invasion von Osteo-
klasten in die knorpelige Matrize. Zusammengefasst beruht somit die intramembrandse Kno-
chenbildung auf der Kopplung von Angiogenese und Osteogenese. VEGF spielt hierbei eine
wesentliche Rolle, da sowohl die Geféal3- als auch die Skelettmorphogenese VEGF-abhéngig
ist (Hu & Olsen, 2016).

Die erhohte Vaskulogenese und Angiogenese stellen knochenbildende Vorlaufer sowie die fir
die Mineralisierung notwendigen Néahrstoffe, Sauerstoff und Mineralien bereit. Daruber hin-
aus fordern osteogene Faktoren wie z. B. BMP-2, die aus Blutgefalien freigesetzt werden, die
Differenzierung und Mineralisierung von Osteoblasten. Reifende Osteoblasten wiederum er-
zeugen angiogene Faktoren wie PDGF und VEGF, um die Angiogenese weiter zu unterstut-
zen (Hu & Olsen, 2016). Hierbei wirkt das von Osteoblasten exprimierte VEGF auf benach-
barte Endothelzellen Uber die Bindung an VEGF-Rezeptoren auf parakrine Weise, um die
Endothelmigration, -proliferation und GefaBpermeabilitat zu regulieren. Zusatzlich zu sekre-
tiertem VEGF erzeugen Zellen auch intrazelluldres VEGF, welches an der Transkriptions-
regulation und dem Zelltberleben beteiligt ist (Hu & Olsen, 2016).

Méuse mit einer Deletion von VEGFR-1 oder VEGFR-2 in Osteoblasten wiesen zwei Wo-
chen nach der Geburt eine verringerte Knochendichte auf. Daruber hinaus wurde im Kno-
chenmark dieser Mause eine verringerte Anzahl von Osteoprogenitorzellen beobachtet, was
darauf hinweist, dass sowohl VEGFR-1 als auch VEGFR-2 in Osteoblasten fur die postnatale
Knochenbildung wichtig sind (Liu et al., 2012).

Die vielfaltigen und untereinander verknipften Wirkungsweisen und Funktionen von VEGF
sind fur die Knochenheilung und -neubildung vor allem in der friihen Phase von essenzieller
Bedeutung, weshalb wir uns im Rahmen dieser Studie fir VEGF als Wirkstoff zur Untersu-

chung der atrophen Pseudarthrose entschieden.

2.6 Zielsetzung

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, zu untersuchen, ob VEGF beschichtete MCM die Kno-
chenheilung atropher Pseudarthrosen stimuliert.
Die entsprechenden Ergebnisse sollten anhand tierexperimenteller Versuche an einem be-

wahrten Mausmodell erarbeitet werden.
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2.7 Fragestellung

Die durchgefuhrten tierexperimentellen Studien sollten die Frage beantworten, inwieweit ein
Unterschied in der Heilungstendenz atropher Pseudarthrosen, die durch VEGF-beschichtete
MCM behandelt wurden, gegeniiber unbeschichteten und unbehandelten atrophen Pseud-
arthrosen besteht.

Die Nullhypothese lautet:

»Die Behandlung der atrophen Pseudarthrose mit VEGF-beschichteten MCM fuhrt an
der Maus zu keiner verbesserten Knochenheilung im Vergleich zur Behandlung mit un-
beschichteten MCM und unbehandelten atrophen Pseudarthrosen (Kontrollen).*

Die Knochenheilung wurde nach jeweils 14 und 70 Tagen am postmortalen Knochenpréaparat
mit sowohl radiologischen, biomechanischen, histologischen als auch proteinbiochemischen

Methoden untersucht.

31



Materialien & Methoden

3. Materialien & Methoden

3.1 Intervention

3.1.1  Versuchsprotokoll

Die Tierversuche wurden von der zustandigen Behorde Dezernat 5, Saarpfalz-Kreis, 66424
Homburg (Saar) genehmigt und am Institut fir Klinisch - Experimentelle Chirurgie an der
Universitat des Saarlandes in Homburg (Saar) nach den Bestimmungen des deutschen Tier-
schutzgesetzes durchgefiihrt.

Fur die Versuchsdurchfihrung wurden insgesamt 57 Méuse verwendet, welche in sechs ver-
schiedene Gruppen aufgeteilt worden sind (Tab. 2). 19 Tiere erhielten VEGF-beschichtete
MCM (MCM+VEGF). 19 Méuse erhielten unbeschichtete MCM (MCM) und weitere 19
Méuse erhielten keinerlei Therapie (Kontrollgruppe, NONE). Die Auswertung erfolgte nach
14 bzw. 70 Tagen mittels radiologischer Analysen wie Réntgenaufnahmen und Mikrocompu-
tertomographie (UCT) sowie biomechanischer und histologischer Verfahren (n = 8 je Grup-
pe). Daruber hinaus wurde zur Untersuchung der Proteinexpression ein Western Blot (WB)-
Verfahren nach 14-t&giger Standzeit durchgefihrt (n = 3 je Gruppe).

14 Tage 70 Tage
MCM+VEGE | HCT, Biomechanik, Histologie WB UCT, Biomechanik, Histologie
n=38 n=3 n=38
MCM HCT, Biomechanik, Histologie WB MUCT, Biomechanik, Histologie
n=8 n=3 n=38
NONE UCT, Biomechanik, Histologie wB MCT, Biomechanik, Histologie
n=8 n=3 n=8

Tab. 2: Versuchsprotokoll. In drei Gruppen wurde das Knochenpréparat jeweils nach 14 und 70 Ta-
gen untersucht. Die Auswertmethoden beinhalteten uCT, Biomechanik, Histologie und WB. Fir die
mikrocomputertomographische, biomechanische und histologische Untersuchung konnten dieselben
Proben verwendet werden.

3.1.2 Tiermodell

Als Tiermodell dienten adulte Méuse der Spezies CD-1 mit einem Kdrpergewicht von 30 - 40
g und einem Alter von 9 - 14 Wochen. Die Haltung erfolgte im Institut fur Klinisch -
Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes, Homburg (Saar) bei 22 - 24 °C, re-

lativer Luftfeuchtigkeit von 60 % und 12 h Tag- / Nachtrhythmus. Trinkwasser sowie Stan-
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darddiatfutter in Pelletform (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) wurden ad libitum
bereitgestellt. Die tierexperimentelle Untersuchung der Knochenheilung erfolgte nach einem

standardisierten Pseudarthrosemodell (Garcia et al., 2008b).

3.1.3  Préparation der MCM

Die MCM wurden von Kollegen des Department of Biomedical Engineering der Universitat
von Wisconsin-Madison (Madison, USA) im Rahmen einer Kooperationsarbeit zur Verfu-
gung gestellt. Hierfiir wurden 100 mg HA-Partikel (Biotal LTD, Derbyshire, England) mit
einem Durchmesser von 3 - 5 um insgesamt 7 Tage lang bei 37 °C in 50 ml mSBF gemal3
Vorarbeiten inkubiert (Orth et al., 2017) (Yu et al., 2014). Die mSBF wurde hergestellt, in-
dem die Reagenzien gemall Angaben der Tab. 1 in entionisiertes Wasser gegeben wurden.
Diese Zusammensetzung wurde bereits in friiheren Studien verwendet (Orth et al., 2017) (Yu
et al., 2014). Aufgrund des langen Beobachtungszeitraums von 70 Tagen verwendeten wir in
der vorliegenden Studie MCM mit einer niedrigen Hydrogencarbonatkonzentration von 4,2
mM. Basierend auf Ergebnissen vorangegangener Studien sind diese Art von MCM aufgrund
ihrer hoheren Stabilitat und ihrer prolongierten Freisetzungskinetik fiir langere Beobach-
tungszeitrdume besser geeignet als MCM mit héherer Hydrogencarbonatkonzentration (Orth
et al.,, 2017). Die mSBF wurde wéhrend des Herstellungsprozesses taglich gewechselt, um
konstante lonenkonzentrationen fir das Wachstum von Mineralbeschichtungen auf den HA-
Partikeln aufrechtzuerhalten. Nach der Inkubationszeit wurden die beschichteten Mikroparti-
kel mit entionisiertem Wasser gespilt und lyophilisiert. Die Oberflachenmorphologie von
MCM wurde unter Verwendung eines LEO 1530-Feldemissions-Scanning-Mikroskops

(Zeiss, Jena, Deutschland) nach Beschichtung mit Gold untersucht.

3.1.4  Bindungs- und Freisetzungskinetik von MCM fir VEGF

Zur Bestimmung des Bindungs- und Freisetzungsprofils von MCM wurde radioaktiv markier-
tes VEGF (12sl-markiertes VEGF, PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) verwendet
(Yu et al., 2014). 5 mg MCM wurden in einer Lésung, bestehend aus 1 ml Phosphatpuffer-
kochsalzlosung (PBS) und 1,0 ug / ml VEGF (1 % 1251-VEGF, PerkinElmer) 4 h lang bei 37

°C unter Rotation inkubiert. Die mit VEGF beladenen MCM wurden dann 2 Minuten (min)
lang zentrifugiert und mit 1 ml PBS ausgewaschen. Die Radioaktivitat im Uberstand und im

gewaschenen PBS wurde mit einem Packard Cobra 11-Gammazéhler (PerkinEImer) gemessen,
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um die Menge an VEGF in diesen Ldsungen zu bestimmen. Die Bindungseffizienz der Mik-
ropartikel wurde aus der Anderung der Proteinkonzentrationen vor und nach der Bindung
berechnet.

Zur Bestimmung der VEGF-Freisetzung wurden VEGF-beladene MCM der Bindungsassays
in 1 ml mSBF (pH 7,4) bei 37 °C inkubiert und die freigesetzte Proteinmenge durch Messung
der Radioaktivitat des Freisetzungsmediums mit dem Gammazahler (PerkinElmer) zu vorde-
finierten Zeitpunkten bestimmt.

Fur die in vivo Experimente wurden MCM mit rekombinantem humanem VEGF (R & D Sys-
tems, Wiesbaden, Deutschland) beladen, indem 2 mg MCM in 2 ml PBS, welches 21,7 ug
VEGF enthielt, 4 h lang bei 37 °C inkubiert wurde. Die MCM wurden 3 min zentrifugiert und
dann mit PBS ausgewaschen. Aus der zuvor in vitro berechneten Bindungseffizienz ergab
sich eine Konzentration von VEGF auf MCM fir die Experimente in vivo von 5 pug / mg
MCM. Diese Dosierung wurde auf der Grundlage einer umfangreichen Literaturrecherche zur
Wirkung von VEGF auf die Knochenheilung bei Nagetieren gewahlt (Amirian et al., 2015)
(Ogilvie et al., 2012) (Street et al., 2002).

3.1.5  Operation

Die Operation der Versuchstiere erfolgte im Operationssaal des Instituts fir Klinisch -
Experimentelle Chirurgie, Homburg (Saar).

Die Tiere wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 0,1 ml Narkose-Mischung pro 10
g Korpergewicht narkotisiert. Die Narkosemischung bestand aus 1 ml Ketamin (100 mg / ml;
Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland) und 0,75 ml Xylazin (20 mg / ml; Rompun; Bayer,
Leverkusen, Deutschland) aufgefillt mit 8,25 ml NaCl 0,9 %.

Die Analgesie erfolgte durch eine subkutane Injektion einer Lésung, welche aus 0,1 ml Car-
pofen (Rimadyl® Injektionslosung 50 mg / ml, Pfizer, New York, USA) und 9,9 ml NaCl 0,9
% bestand. Es wurden sowohl am Operationstag selbst sowie am ersten postoperativen Tag
pro 10 g Kérpergewicht 0,1 ml Analgesielésung appliziert.

Nach Narkotisierung wurde das Versuchstier zundchst am rechten Knie und am rechten late-
ralen Oberschenkel rasiert und mit Softasept® (Softasept® N, B. Braun, Melsungen, Deutsch-
land) desinfiziert (Abb. 4).

Es erfolgte ein ca. 4 mm grofRer Hautschnitt sowie ein Schnitt medial des Ligamentum pa-
tellae um die Patella nach lateral zu luxieren, sodass das distale Femur exponiert wurde (Abb.
5 und Abb. 6).

34



Materialien & Methoden

Im Anschluss wurde der Markraum in der Fossa intercondylaris mit einem Mikrobohrer (@ =
0,5 mm, mit 8000 Umdrehungen (U) / min) er6ffnet (Abb. 7).

Eine Kaniile (@ = 0,45 mm) wurde in den Markraum eingefuhrt um die Lange des Femurs
abzumessen und auf eine Kantle mit einem @ von 0,55 mm zu Ubertragen. An diesem Punkt
wurde die dickere Kanule tiber eine Strecke von ca. 0,5 cm abgeflacht (Abb. 8 und Abb. 9).
Nachdem die préparierte Kanile in das Femur bis zum proximalen Femurende eingefuhrt
wurde, wurde ein Rontgenbild angefertigt, um den korrekten Sitz des Pins zu kontrollieren.
Anschlielfend wurde der Pin auf Hohe der Gelenkfldche gekurzt und die Patella reponiert
(Abb. 10 und Abb. 11).

Sowohl das Ligamentum patellae als auch die Haut wurden mit 5-0 Prolene® Naht (Ethicon,
Somerville, New Jersey, USA) verschlossen (Abb. 12 und Abb. 13).

In einem zweiten Operationsschritt wurde das Versuchstier in Seitenlage umgelagert und der
rechte Oberschenkel lateral Uber einen Hautschnitt von ca. 5 mm ertffnet (Abb. 14).

Mit einer vorsichtigen Stichinzision erfolgte die Er6ffnung des muskuldren, periossaren
Weichteilmantels. Mittels stumpfer Praparation wurde das Femur lateral freigelegt, mithilfe
einer Klemme fixiert und anschlieRend das Periost reseziert (Abb. 15 und Abb. 16).

Die folgenden Operationsschritte wurden unter zehnfacher mikroskopischer Vergrof3erung
durchgefihrt.

In das Femur wurde zunédchst mit dem Mikrobohrer (@ = 0,5 mm mit 8000 U / min) etwa
mittig an der Diaphyse, lateral des Pins und medial der lateralen Kortikalis ein Loch gebohrt
(Abb. 17). Eine weitere Kanle (@ = 0,45 mm) wurde prapariert, indem die Spitze und der
Aufsatz gekirzt und die Enden zu einem U-férmigen Clip gebogen wurden.

Dieser Clip wurde in das zuvor gebohrte Loch eingefiihrt (Abb. 18). AnschlieRend erfolgte
die zweite Bohrung anhand der Cliplange, sodass der Clip ventro-dorsal implantiert werden
konnte (Abb. 19). Hiernach wurden die Clip-Enden angebogen um eine sekundare Dis-
lokation des Clips aus dem Knochen wahrend der Studienzeit zu verhindern (Abb. 20).

Der Knochendefekt wurde zwischen den Schenkeln des Clips mittels Fraskopf (@ = 1,8 mm)
zirkular um das Femur herum erzeugt. Kleinere Uberstande wurden mit einem zweiten Fras-
kopf (@ = 0,25 mm) entfernt, um die Defektgrofie von 1,8 mm allseits zu garantieren. Es er-
folgte erneut eine Rontgenkontrolle der Implantatlage sowie des ossédren Defekts (Abb. 21
und Abb. 22).

Die Wunde wurde abschlieBend mit NaCl 0,9 % gespilt und mit Tupfern und Kompressen

getrocknet.
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Als nachster Schritt wurden in den Frakturspalt, je nach Gruppe, VEGF-beschichtete MCM
oder unbeschichtete MCM mit einer Pipette appliziert (Abb. 23 und Abb. 24). In der Gruppe
NONE erfolgte keine Applikation. Die Wunde wurde mit 5-0 Prolene®-Né&hten verschlossen
(Abb. 25 und Abb. 26).

Abb. 3: Operationsinstrumente: Mit dem Mikro-
bohrer (A) wurden sowohl die Locher fur die
abgeflachte Kaniile (Pin; D) als auch fiir den
U-férmigen Clip (E) gebohrt. Die Fraskopfe B
(@ =1,8mm)und C (&g = 0,25 mm) dienten der
Préparation des Defektspalts (eigene Aufnahme,
2017).

Abb. 4: Ventrale Ansicht des fixierten, rechten
Beins des Versuchstiers. Das Operationsgebiet
wurde zuvor rasiert und mit Softasept®

(B. Braun) desinfiziert (eigene Aufnahme, 2017).
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Abb. 5: Eréffnung durch Hautinzision. Abb. 6: Luxation der Patella nach lateral
Sicht auf das Ligamentum patellae (eigene nach Schnitt medial des Ligamentum patellae
Aufnahme, 2017). (eigene Aufnahme, 2017).

Abb. 7: Markraumeréffnung innerhalb der Abb. 8: Abmessung der Markraumlange
Fossa intercondylaris mit dem Mikrobohrer anhand einer Kanile (@ = 0,45 mm)
(eigene Aufnahme, 2017). (eigene Aufnahme, 2017).
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Abb. 9: Einfiihren der abgeflachten Kaniile Abb. 10: Kiirzen des Pins am zuvor mar-

(Pin; @ = 0,55mm) (eigene Aufnahme, kierten Bereich (eigene Aufnahme, 2017).
2017).

Abb. 11: Sicht von ventral auf die Fossa Abb. 12: Reposition der Patella sowie Refixation
intercondylaris mit eingebrachtem und des Kniegelenks mit 5-0 Prolene® (Ethicon)
gekirztem Pin (eigene Aufnahme, 2017). (eigene Aufnahme, 2017).
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Abb. 13: Hautnaht mit 5-0 Prolene® (Ethicon) Abb. 14: Seitliche Lagerung des Versuchstiers
(eigene Aufnahme, 2017). mit Er6ffnung des lateralen Zugangsweges
(eigene Aufnahme, 2017).

Abb. 15: Stumpfe Praparation des Femurs Abb. 16: Fixation des Femurs mithilfe
(eigene Aufnahme, 2017). eines Klemmchens (eigene Aufnahme,
2017).
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Abb. 17: Perforation des Femurs zur spéteren Abb. 18: Einbringen des vorgefertigten Clips
Clip-Implantation (eigene Aufhahme, 2017). und Abmessung der Distanz zur Bohrung des
zweiten Lochs (eigene Aufnahme, 2017).

Abb. 19: Bohrung des zweiten Lochs Abb. 20: Einbringen des Clips sowie Anbiegen
(eigene Aufnahme, 2017). der dorsalen Enden zur Stabilisierung (eigene
Aufnahme, 2017).
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Abb. 21: Osteotomie des zirkularen Knochen- Abb. 22: Induzierter Defektspalt von 1,8
defekts mittels Fraskopf (eigene Aufnahme, mm Lange (eigene Aufnahme, 2017).
2017).

Abb. 23: Applikation VEGF-beschichteter MCM Abb. 24: Applizierte MCM im Frakturspalt.
bzw. unbeschichteter MCM. Dieser Schritt entfallt Je nach Gruppe mit oder ohne VEGF-
in der Gruppe NONE (eigene Aufnahme, 2017). Beschichtung (eigene Aufnahme, 2017).
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Abb. 25: Vorsichtiger Weichteilverschluss Abb. 26: Hautnaht mit 5-0 Prolene® (Ethicon)
mit 5-0 Prolene® (Ethicon) (eigene Auf- (eigene Aufnahme, 2017).
nahme, 2017).

3.1.6  Totung der Tiere

Die Versuchstiere wurden 14 oder 70 Tage postoperativ durch eine intraperitoneale Injektion

mit einer Uberdosis des Narkosegemisches getétet.

3.1.7 Knochenentnahme

Unverziglich nach Tétung der Tiere erfolgte die Entnahme des Knochens. Hierzu wurde das
Femur freigelegt und im Huftgelenk luxiert. Das distale Femurende wurde im Gelenkbereich
osteotomiert, sodass der Pin, ohne den Kallusbereich zu beschéddigen, entnommen werden
konnte. Die dorsalen Enden des Clips wurden gekdirzt, um den Clip durch leichten Zug nach

ventral entfernen zu kdnnen.
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3.2 Auswertungskriterien
3.21 Radiologie

3.2.1.1 Rdntgen

Die Rontgenaufnahmen erfolgten im Institut der Klinisch - Experimentellen Chirurgie, Hom-
burg (Saar). Vor Tétung der Tiere und Entnahme des Knochens wurde in Narkose ein Ront-
genbild in Seitenlage mit dem Faxitron®-Rontgengerat (MX-20 Cabinet X-ray System, Faxit-
ron X-ray Cooperation, Wheeling, USA) des rechten Femurs angefertigt. Die Belichtungszeit
betrug 10 s bei einer Stromstérke von 10 A und 18 kV. Die Aufnahmen wurden mit einer in-
stallierten Kamera digitalisiert und mit einer Auflésung von 10 Ip / mm bis 50 Ip / mm ge-
speichert.

Es wurden die korrekte Implantatlage des Pin-Clip Modells im Femur, die Femurstellung so-
wie die kndcherne Durchbauung des Defektspalts analysiert.

3.2.1.2 Mikrocomputertomographie (LCT)

Die mikrocomputertomographische Auswertung des Knochenpréparats erfolgte ebenfalls im
Institut der Klinisch - Experimentellen Chirurgie, Homburg (Saar).

Die Femurpréparate wurden nach der Entnahme zur Aufbewahrung kryokonserviert. Fur die
Untersuchung mittels uCT wurden die Proben aufgetaut und anschlieBend in 4 % gepuffertem
Formalin fiir die nachfolgenden Untersuchungen fixiert.

Es wurde das pCT Skyscan 1172 der Marke Bruker (Bruker, Billerica, USA) zur Analyse
verwendet. Die Aufnahmeeinstellungen wurden gemaR vorangegangener Studien gewdhlt
(Orth et al., 2017): Die FokusgroRe betrug 5 pum, mit einem Kathodenstrom von 201 pA. Die
Beschleunigungsspannung betrug 50 kV. Die Knochenproben wurden jeweils senkrecht zur
Rontgenstrahlachse platziert und rotierten wéhrend den Aufnahmen zwischen der statischen
Réntgenquelle und dem Detektor. Nach Platzierung der Probe wurde eine Ubersichtsaufnah-
me angefertigt, um den Defektspalt darzustellen und die korrekte Lage zu bestimmen. Die
Bilder wurden mit einer Ortsauflésung von 8,9 um in 3D-Arrays gespeichert.

Nach Bildrekonstruktion mithilfe der NRecon-Reconstruction Software der Firma Bruker
wurde die Auswertung der uCT-Bilder anhand der Software CTanalyzer (Bruker) erarbeitet.

Beurteilt wurde flr jede Probe:
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e Der Anteil Knochenvolumen am Gewebevolumen (BV / TV; [%])
e Die durchschnittliche Knochenmineraldichte fiir mineralisierten Knochen
(bone mineral density, BMD; [g/ cm?])

Die zu untersuchende Region of Interest (ROI), die neuartig gebildeten Knochen umfasst,
wurde durch alle Schichten exakt bestimmt und manuell konturiert, um vorbestehendes korti-
kales Knochengewebe sowie die verwendeten MCM-Partikel auszuschlielen. Zur Unter-
scheidung von MCM und Weichteilgewebe wurde die ROI mit dem Schwellenwertverfahren
der Software CTanalyzer (Bruker) verarbeitet.

Die verschiedenen Grauwerte wurden anhand von Grenzwerten im Histogramm definiert,
sodass eine Unterscheidung zwischen mineralisiertem Knochen und nicht-knéchernen Struk-
turen erfolgen konnte. Die Kalibrierung erfolgte im Vorfeld anhand von Calcium-
hydroxylapatit (CaHA)-Phantomstaben mit bekannter BMD gemal Herstellerangaben.

Eine BMD uber 0,41 g / cm3 mit Grauwerten zwischen 68 bis 255 wurde als mineralisierter
Knochen definiert. Die BMD wurde unter Verwendung der Voxel innerhalb der oben ge-
nannten Schwellenwerte berechnet. Der mittlere Grauwert der MCM betrug 37,8 (+ 0,02) und

wurde somit aus den Berechnungen ausgeschlossen.

3.2.2 Biomechanik

Die Biegesteifigkeit der osteotomierten Knochenprédparate wurde anhand einer 3-Punkt-
Biegevorrichtung gemessen (Zwick / Roell, Ulm, Deutschland), welches sich im Institut der
Klinisch - Experimentellen Chirurgie, Homburg (Saar) befindet. Hierflir wurde das entnom-
mene Femur auf den beiden duf3eren Auflagen, die standardisiert einen Abstand von 6 mm
aufwiesen, mit der ventralen Seite nach oben positioniert, mit einem Prufstempel mittig belas-
tet und hieraus die Biegesteifigkeit berechnet. Die Berechnung der Biegesteifigkeit [N / mm]
erfolgte bei allmahlich ansteigender Biegekraft von 1 mm / min anhand des linearen Anteils
des resultierenden Kraft-Weg-Diagramms (Garcia et al., 2008). Da es sich bei diesem Verfah-
ren um einen nicht-destruktiven Ansatz handelt, war es méglich am selben Préparat die weite-
ren radiologischen und histomorphometrischen Untersuchungen durchzufiihren. Hierdurch

konnte die bendtigte Anzahl an Versuchstieren reduziert werden.
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3.2.3  Histomorphometrie

Die histologische Bearbeitung fand im Institut der Klinisch - Experimentellen Chirurgie der
Universitat des Saarlandes, Homburg (Saar) statt. Nach radiologischer und biomechanischer
Untersuchung wurden die Knochenpraparate flr 24 h in 4 % gepuffertem Formalin fixiert und
anschlieBend durch 10 % Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) fur 3 Wochen bei 4 °C
entkalkt. Die Entwasserung erfolgte in aufsteigenden Alkoholkonzentrationen, indem jedes
Préparat jeweils 1 h in 70 %, 80 %, 90 % sowie viermal 1 h in 100 % Alkohol gelagert wurde.
AnschlieRBend erfolgte eine Behandlung der Praparate dreimalig fiir je 1 h mit Xylol, welches
die Durchgéngigkeit des Gewebes flr Paraffin erhdht. Im Folgenden wurden die Proben 4 x
fir 1 h in heiBem Paraffin eingebettet.

Nach Abkiihlung und Erstarren des Paraffinblocks wurden die Proben in 3 um dunne Schnitte
in sagittaler und longitudinaler Schnittfuhrung geschnitten und nach der Safranin-O / Fast-
Green-Methode gefarbt. Durch die Anlagerung des Safranin-O an die negativen Ladungen der
Knorpelproteoglykane werden diese rot dargestellt. Das Fast-Green hingegen bindet an den
entkalkten Knochen und farbt diesen griin. Die Kernfarbung wurde mit Eisenhamatoxylin
nach Weigert fur die Dauer von 1 min durchgefiihrt. Nach ausgiebiger Spilung der Préparate
mit Aqua destillata (Aqua dest.) erfolgte die Differenzierung in einer Lésung, bestehend aus
70 % Alkohol und 1 % Chlorwasserstoff. Auf die anschliefende Inkubation in Leitungswas-
ser fur 10 min folgte eine erneute Spilung mit Aqua dest. Danach wurden die Proben mit 0,02
% Fast-Green (VWR, Darmstadt, Deutschland) gefarbt, nach 4-min(tiger Einwirkzeit mit 1 %
Essigsaure gespult und erneut mit 0,1 % Sarafin-O (VWR) fur weitere 5 min geféarbt. Ab-
schlieBend erfolgte nach der Entwasserung die histologische Eindeckung.

Die Praparate der entnommenen Knochenproben wurden auf KallusgroRe sowie dessen Ge-
webezusammensetzung hin untersucht. AuBerdem wurde ein Punktesystem fiir die Uberbrii-
ckung des Defektspalts angewandt (Orth et al., 2017). Hierbei wurden jeweils 0 Punkte fiir
eine Uberbriickung aus Bindegewebe, 1 Punkt fir eine Uberbriickung aus Knorpelgewebe
und 2 Punkte fiir eine knocherne Uberbriickung je Kortikalis vergeben. Insgesamt konnte so-
mit jedes Praparat minimal O und maximal 4 Punkte erreichen, wobei O Punkte einer persistie-
renden Pseudarthrose und 4 Punkte einer kompletten kndchernen Uberbriickung des De-
fektspaltes entsprachen.

Die Dokumentation und Digitalisierung der Proben erfolgte anhand eines 1,25 x Weitwinkel-
objektivs mit 50 x VergroRerung (Olympus BX60 Mikroskop, Olympus, Shin-juku, Japan;
Zeiss Axio Cam und Axio Vision 3.1, Zeiss, Jena, Deutschland). Ausgewertet wurden die

histologischen Bilder mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ Analysis System (National
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Institutes of Health, Bethesda, USA). Bestimmt wurden gemaR den Empfehlungen von Gers-
tenfeld et al. (2005):

e Grolie der Kallusflache [mm?]
e Anteil des Knorpelgewebes an der Kallusflache [%]
e Anteil des Bindegewebes an der Kallusflache [%]

¢ Anteil des Knochengewebes an der Kallusflache [%]

3.24 Immunhistochemie

Um die Proliferationsrate im Kallusgewebe 70 Tage postoperativ zu analysieren, wurde eine
zusétzliche immunhistochemische Féarbung des Kallusgewebes im Institut fir Klinisch -
Experimentelle Chirurgie, Homburg (Saar) durchgefiihrt. Die bereits fiir die histomorpho-
metrische Untersuchung angewandten Proben konnten hierfiir ebenfalls verwendet werden,
sodass die Anzahl der benétigten Versuchstiere insgesamt noch weiter reduziert werden konn-
te. Die Schnitte wurden mit einem monoklonalen Maus-Antikorper gegen den Pro-
liferationsmarker Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) (Agilent Technologies, Ham-
burg, Deutschland) gefarbt, gefolgt von Peroxidase-markierter Ziegen-Anti-Maus-l1gG-Anti-
korper (Dianova, Hamburg, Deutschland). AbschlieRend erfolgte eine Behandlung durch ein
Diamino-Benzidin-Substratsystem (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Die Schnitte
wurden im Anschluss mit Mayers-Hamalaun-Losung (Merck, Darmstadt, Deutschland) ge-
gengefarbt. Die Anzahl der PCNA-positiven (PCNA™) Zellen in Tieren der Gruppen
MCM+VEGF, MCM und NONE wurde 70 Tage postoperativ bei einer VergroRerung von
400 x (Olympus BX60 Mikroskop, Olympus) im zentralen Teil des Kallus unter Verwendung
von Gesichtsfeldern (high power field; HPF) pro Probe gezéhlt (PCNA*-Zellen / HPF).

325 WB

Die Analyse der Proben mittels WB erlaubt eine genaue Bestimmung der exprimierten Prote-
ine verschiedener Gewebe. Um das Kallusgewebe hinsichtlich der Proteinexpression zu un-
tersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit VEGF, Erythropoetin (EPO), EPO-Rezeptor
(EPO-R), runt-related transcription factor-2 (RUNX-2) und PCNA 14 Tage postoperativ
quantifiziert.
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Unmittelbar vor Totung der Tiere wurden der Pin sowie der Clip vorsichtig in Narkose aus
dem Femur entfernt (siehe 3.1.7), das Kallusgewebe entnommen und in Lyse-Puffer mit Pro-
teaseinhibitoren uberfuhrt. Direkt im Anschluss der Explantation wurden die Proben bei -80
°C kryokonserviert, um einer Proteindenaturierung vorzubeugen.

Die Proteinextraktion erfolgte, nach Hinzufiigen von 80 ul Lyse-Puffer mit Proteaseinhibi-
toren, Phosphataseinhibitoren (je 1:100, Sigma-Aldrich) sowie 100 mM des Serinprotease-
inhibitors Phenylmethylsulfonylfluorid (Roth, Karlsruhe, Deutschland) vor der Kryokonser-
vierung, durch mechanische Zerkleinerung der Gewebe. Die Proteaseinhibitoren verhindern
den enzymatischen Abbau der zu untersuchenden Proteine durch intrazellulére Proteasen, die
infolge von Degradierungsprozessen und bei der mechanischen Zerkleinerung freigesetzt
werden. Die Proben wurden im Anschluss 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend fir wei-
tere 30 min bei 4 °C mit 13000 U / min (16000 x g) zentrifugiert (Heraeus Fresco 21, Thermo
Scientific, Karlsruhe, Deutschland). Die gewonnenen Uberstiande wurden abpipettiert und
mittels Aqua dest. auf 1:10 verdinnt, um sie fiir die Proteinbestimmung vorzubereiten. Die
hierfur nétige Messlosung wurde noch unmittelbar vor der Bestimmung angesetzt.

Die Messlosung setzte sich wie folgt zusammen:

e 5 mlder Reagenz A: 10 g Na,COs /500 ml 0,1 M NaOH (Roth) plus

e 100 pul der Reagenz B: 0,5 g KNa-Tartrat, 0,25 g Cu-Sulfat x 5 H,O / 50 ml Aqua
dest. (Merck)

250 pl dieser Messlosung wurden 50 pl Proteinextrakt hinzugefigt und sofort fiir 15 Sekun-
den mittels Reagenzglasschittler (Vortex, Heidolph Reax Top, Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) gemischt. Danach folgte eine 10-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Im
Anschluss wurden 25 pl Folinlésung (1:2 mit Aqua dest. verdinnt) hinzugefligt und gemischt.
Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption des entstan-
denen Farbkomplexes bei einer Wellenldnge von 595 nm gegen Aqua dest. fotometrisch (Ge-
neQuant pro, Amersham pharmacia biotech, Freiburg, Deutschland) bestimmt. Um die Pro-
teinkonzentration zu bestimmen, wurde eine Rinderserumalbumin-Standardkurve verwendet.
Es erfolgte eine Doppelbestimmung zu jedem Proteinextrakt. Die Proteinextrakte wurden auf
dieselben Proteingehalte (25 pg / 15 pl) eingestellt und mit Laemmli-Puffer (Sigma-Aldrich)
fiir insgesamt 5 min in kochendem Wasser denaturiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die WB-Analyse als eindimensionale SDS-Polyacryl-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter diskontinuierlichen Bedingungen nach Laemmli (La-

emmli, 1970) durchgefuhrt. Im Sammelgel betrug die Acrylamidkonzentration 5 %, im
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Trenngel 10 % (30 % Acrylamid / Bis Solution; 29:1; BioRad, Minchen, Deutschland) (Tab.
3).

Zusatze [ml] Sammelgel 5 % Trenngel 10 %

30 % Acrylamid / Bisacrylamid 0,67 3,3
Trenngelpuffer 2,5
Sammelgelpuffer 0,5

Aqua dest. 2,7 4,0
10 % SDS 0,04 0,1
10 % APS 0,04 0,1
TEMED 0,02 0,02

Tab. 3: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele fur die WB-Analyse.

Die Gele wurden in einen Giel3stand fiir Minigele (Mini-Protean 1l, BioRad) gegossen. Um
eine Polymerisation an der Geloberfliche durch Sauerstoff zu verhindern und eine glatte
Trennung zwischen den Gelen zu garantieren, wurde nach dem Einfullen 200 ul Isopropanol
(Roth) aufgetragen. Nach einer halbstiindigen Inkubation und Polymerisation der Gele wurde
das Isopropanol entfernt und das Sammelgel eingefullt. Um nun die Geltaschen mit einem
Beladungsvolumen von 15 pl zu formen, folgte unmittelbar nach der Befiillung das Einsetzen
eines Teflon-Kamms (15-z&hnig, 4 mm x 1 cm x 0,75 mm, BioRad). Im Anschluss an eine
einstiindige Polymerisationszeit wurden 15 pl der Proben in die Geltaschen sowie ein Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) / Glycinpuffer (0,125 M TRIS Base; 0,96 M Glycin;
0,5 % SDS, Roth) eingefullt und an ein Netzgeréat fur stabilisierten Gleichstrom (Power Pac
200, BioRad) angeschlossen. Der Gleichstrom fuhrt zu einer Auftrennung der Proteine ent-
sprechend ihrer MolekilgroRe in der vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Protean 11, Bi-
oRad). Zun&chst erfolgte die Konzentrierung der Proteine innerhalb des Sammelgels bei 100
Volt (V) fir insgesamt 15 min. Danach wurde die Spannung fiir circa 1 h auf 140 V erhdéht,
sodass die Passage durch das Trenngel erfolgen konnte. Die Auftrennung der Proteine war
abgeschlossen, sobald die ,,blaue Lauffront™ der Bromphenolblau-Bande das untere Ende des
Gels erreicht hatte. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in ein Transferpuf-
ferbad (Bjerrum-Schafer-Nielsen-Puffer, 48 mM TRIS Base, 39 mM Glycin; Roth) fur das
Blotting aquilibriert.

Ziel des Blottings ist die Ubertragung der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine synthetische
Membran, sodass ein genaues Abbild des Elektrophoresemusters entsteht. Die dann auf der

Membran befindlichen Proteine sind somit fur den Nachweis durch spezifische Antikdrper
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leicht zugénglich. Zur Durchfihrung des sogenannten Semi-Dry-Blots im Rahmen des hori-
zontalen Proteintransfers wurde eine Blot-Apparatur (Trans-Blot Turbo, BioRad) verwendet.
Zur Vorbereitung wurde die hierfiir verwendete Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membran
(0,2 um PorengroRe, BioRad) fir 20 s in Methanol (Roth) gebadet und anschlielend mit des-
tilliertem Wasser abgespiilt. Danach erfolgte eine 10-miniitige Aquilibrierung in einer Mi-
schung aus Methanol (Roth) und Bjerrum-Schafer-Nielsen-Puffer im Verhaltnis 1:10. Flr den
Blotsandwich wurde die PVDF-Membran und das Gel luftblasenfrei zwischen Filterpapieren
(Whatman, Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland), die in Bjerrum-Schafer-Nielsen-Puffer
getrankt waren, in die Blot-Kassette eingelegt. Die Ausrichtung erfolgte hierbei so, dass der
Stromfluss den Transfer der Proteine auf die Membran gewahrleistet. Nach 7 min bei einer
Spannung von 25 V und einer Stromstérke von 0,4 A im Trans Blot Turbo Transfer System
(BioRad) wurde die Membran mit den nun beladenen Proteinen entnommen und tiber Nacht
in TBS-T-Puffer (1,5 mM TRIS Base pH 7,5, 1 % NaCl, 0,01 % Tween 20; Roth) bei 4 °C
zur weiteren Bearbeitung konserviert.

Um die Targetproteine detektieren zu kdnnen, wurde eine spezifische Antikdrper-Féarbung der
membrantransferierten Proteine angewandt. Damit unspezifische Proteinbindestellen gesattigt
werden, wurde die PVVDF-Membran fur 30 min mit einer Blockungsreagenz behandelt, bei der
es sich um eine 5 % L6sung aus Milchpulver (Blotting Grade Blocker non-fat dry milk, Bio-
Rad) in TBS-T handelte. Alle Schritte der Antikérper-Farbung erfolgten auf einem Horizon-
talschiittler (Phoenix Instrument, RS-DS5, Garbsen, Deutschland). Nach Saturierung der un-
spezifischen Bindungsstellen erfolgten drei weitere Waschschritte mit TBS-T. Die Nachweis-
reaktion erfolgte im Anschluss durch die Bindung eines spezifischen, unkonjugierten Primér-
antikorpers am Targetprotein und einem Enzym-gekoppelten Sekundarantikorper, der das
Signal verstérkte. Die entsprechenden Primarantikdrper wurden nach einem jeweils spezifi-

schen Zeitschema bei Raumtemperatur (RT) inkubiert (Tab. 4).

Antikorper Bezugsquelle Verdinnung/ Inkubation
PCNA DAKO Cytomation, Hamburg, 1:1000 2 h RT + iiber Nacht 4 °C
Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, y .
. +

EPO Heidelberg, Deutschland 1:100 2 h RT + {iber Nacht 4 °C
EPO-R Santa Cruz Biotechnology 1:100 2 h RT + tiber Nacht 4 °C
RUNX-2 Santa Cruz Biotechnology 1:100 2 h RT + iiber Nacht 4 °C
VEGF Santa Cruz Biotechnology 1:50 2 h RT + tber Nacht 4 °C

Tab. 4: Primarantikérper fir die WB-Analyse.
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Im Anschluss erfolgten erneut drei Waschschritte mit TBS-T Puffer und die Inkubation der
Sekundarantikorper (Tab. 5):

Primér-Antikorper Sekundar-Antikorper Bezugsquelle des Verdannung /
Sekundar-Antikorpers Inkubation

Ziege-anti-Maus 1gG-

PCNA R & D Systems 1:1000 1,5h RT
POD
Ziege-anti-Kaninchen- .

EPO DAKO Cytomation 1:1500 1,5 h RT
IgG-POD
Ziege-anti-Kaninchen- .

EPO-R DAKO Cytomation 1:1500 1,5 h RT
1gG-POD
Ziege-anti-Kaninchen- .

RUNX-2 DAKO Cytomation 1:1500 1,5h RT
1gG-POD
Ziege-anti-Kaninchen- . i

VEGF IgG-POD DAKO Cytomation 1:1500 1,5h RT

Tab. 5: Sekundarantikdrper fir die WB-Analyse.

Nach eineinhalbstiindiger Inkubation wurden die Membranen bei RT fur weitere funf Male in
TBS-T gewaschen und daraufhin einer Chemilumineszenzreaktion unterzogen (ECL Western
Blotting Analysis System, GE Healthcare, Freiburg, Deutschland).

Zur Kontrolle der Proteinbeladung und des Transfers wurde der monoklonale B-Actin-
Antikorper Klon AC-15 (1:5000, Sigma-Aldrich) als Standard gesetzt. B-Actin gehort zu den
hoch konservierten eukaryotischen Proteinen und eignet sich aufgrund seiner konstanten int-
razelluldren Verteilung im Zytoskelett als interner Standard.

Die Analyse der Signale der behandelten Membran erfolgte durch den Intas ECL Chemocam
Imager (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen, Deutschland). Hierfir wurde
die Membran in das Gerat eingelegt und durch den Chemocam Imager detektiert und visuali-
siert. Die Auswertung erfolgte per Pixelintensitat mithilfe der Labimage 1D Gel und Blot
Auswertungssoftware (Intas Science Imaging Instruments GmbH). In allen WB-Analysen

wurde die ermittelte Pixelintensitét auf gleiche B-Actin-Konzentrationen korrigiert.

3.3 Statistik

Die aus den Experimenten gewonnenen Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Nach Uberpriifung der Normalverteilung wurden die Daten

der einzelnen Versuchsgruppen mit einseitiger ANOVA bzw. einem Student-Newman-Keuls-
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Test miteinander verglichen. Fur Mehrfachvergleiche wurde eine Bonferroni-Abgleichung
durchgefinhrt.

Ein ungepaarter t-Test oder Mann-Whitney Test wurde durchgefiihrt um zeitabhéngige Unter-
schiede zwischen den Gruppen (Tag 14 vs. Tag 70) zu analysieren. Die statistische Analyse
aller erfassten Parameter wurde mithilfe der SigmaPlot Software 11.0 von Systat Software
(Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen.
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Ergebnisse

4, Ergebnisse

4.1 Charakterisierung VEGF-beschichteter MCM

Die Analyse der Oberflachenmorphologie von MCM zeigte eine plattchenartige Struktur der
Mineralbeschichtung mit typischen, nanoskalierten Platten (Abb. 27 a - ¢). Die Bindungs-
effizienz von MCM fiir VEGF betrug 46 + 3 % der VEGF-Konzentration in der verwendeten
Inkubationslosung. Das Freisetzungsprofil wies initial eine hohe Freisetzung, gefolgt von ei-
ner verzogerten Freisetzung Uber den restlichen 50-tdgigen Untersuchungszeitraum auf. Hier-
durch wurde das physiologische Expressionsprofil von VEGF wéhrend der Knochenheilung
nachgeahmt. Nach 50 Tagen wurden etwa 72 % des urspringlich gebundenen VEGF aus den
Mikropartikeln freigesetzt (Abb. 27 d).
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Abb. 27: Charakterisierung von VEGF-beladenen MCM. a - c¢: Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen von MCM in verschiedenen VergrdRerungen nach Beschichtung mit Gold. MCM weisen eine
groRe Oberflache durch eine charakteristische plattchen-artige Struktur der Mineralbeschichtung auf.
Die Skala entspricht 2 um. d: Kumulative Freisetzung von VEGF von MCM iiber 50 Tage. Das Profil
zeigt eine anfanglich gesteigerte Freisetzung innerhalb der ersten 7 Tage, gefolgt von einer kontinu-
ierlichen, verzégerten Freisetzung Uber den restlichen Untersuchungszeitraum. Insgesamt wurden
etwa 72 % des gebundenen VEGF (iber den 50-tagigen Beobachtungszeitraum abgegeben.

52



Ergebnisse

4.2 Postoperativer Verlauf

Die Versuchstiere wurden unmittelbar postoperativ bis zur Erlangung des volligen Bewusst-
seins beobachtet und auf pathologisches Verhalten hin untersucht. Im Rahmen der Stallpflege
sowie des Futterns und des Trinkwasserwechsels wurden die Mause taglich beobachtet.

Tiere, die einen Knochen- oder Weichteilinfekt, eine signifikante Gewichtsabnahme oder eine
makroskopisch bzw. im Rahmen der Explantation aufgefallene radiologische Implantat-
dislokation aufwiesen, wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Eine anfangliche Schonhaltung des operierten Beins zeigte sich innerhalb von 1 - 2 Tagen
ricklaufig, sodass hiernach eine Belastbarkeit ahnlich der préaoperativen Belastung erkennbar
war. Diese Form der Belastung liel3 keine dufieren Schmerzzeichen oder Beeintréchtigung des
Bewegungsablaufes erkennen und entsprach einem physiologischen Gangbild.

4.3 Makroskopischer Befund

Alle Versuchstiere wurden post mortem und vor Explantation der Femora auf eventuelle Pa-
thologien wie z. B. Patella- und / oder Kniegelenksluxationen, Infekte, Wundheilungs-
stérungen oder Muskelatrophien untersucht und ggf. aus der Studie ausgeschlossen.

Alle in die Studie aufgenommenen Tiere wiesen in der makroskopischen Kontrolle eine kor-
rekte Lage des Pins und des Clips sowie deren festen Sitz auf.

Der Defektspalt wurde unmittelbar nach Entfernung des Pins und darauffolgend des Clips
begutachtet und die Uberbriickung makroskopisch untersucht. Nach einer Standzeit von 14
Tagen zeigten Tiere aller Gruppen noch einen sehr weichen Kallus ohne Anhalt flr ossare
Uberbriickung des Defektspalts.

Hingegen lieB sich bei Tieren der Gruppe MCM+VEGF nach einer Standzeit von 70 Tagen
eine makroskopisch stabilere Uberbriickung des Defektspalts im Vergleich zu Tieren der
Gruppen MCM bzw. NONE beobachten.
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4.4 Radiologie

441  Rontgen

Die rontgenologische Auswertung der Knochenbruchheilung erfolgte anhand einer Rontgen-
Ubersichtsaufnahme des jeweiligen osteotomierten Femurs, die sowohl unmittelbar nach
durchgeflhrter Operation als auch 14 bzw. 70 Tage postoperativ angefertigt wurden (Abb.
26). Die Aufnahmen erlaubten eine Uberpriifung der korrekten Lage des Pins und des Clips
sowie die Beurteilung der knochernen Uberbriickung. Wihrend in Femora der Gruppen
NONE und MCM nach einer Standzeit von 14 bzw. 70 Tagen keine knocherne Uberbriickung
des Defektspalts nachweisbar war (Abb. 28 a - d), zeigten Femora der Gruppe MCM+VEGF
nach einer Standzeit von 70 Tagen eine knicherne Uberbriickung des Defektspalts mit direk-
tem Kontakt der Fragmente zueinander (Abb. 28 e und f).

Abb. 28: Rontgenaufnahmen der osteotomierten Mausefemora mit einem Defektspalt von 1,8 mm (a -
f). Die Aufnahmen erfolgten 14 Tage (a, ¢, €) und 70 Tage (b, d, f) nach Stabilisierung der Fraktur mit
der "Pin-Clip"-Technik. Aufnahmen der Femora der Gruppe NONE (a, b) und MCM (c, d) zeigen als
Zeichen einer fortbestehenden Pseudarthrose keine knécherne Uberbriickung. Hingegen weisen die
mit VEGF-beschichteten MCM behandelten Femora 70 Tage nach Operation Knochengewebe im
Osteotomiespalt mit direktem Kontakt der Fragmente zueinander auf. Die Skala entspricht 2 mm.
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442 WCT

Die uCT-Analyse ergab einen signifikant hheren Anteil Knochenvolumen am Totalvolumen
des Kallusgewebes in Proben der Gruppe MCM+VEGF sowohl 14 Tage als auch 70 Tage
postoperativ im Vergleich zu Proben der Gruppen MCM und NONE (Abb. 29 a - h).

14d 70d
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Abb. 29: uCT-Analyse der Femora. a - /> uCT-Bilder der Femora 14 Tage (a - ¢) und 70 Tage (d - f)
nach Operation an Tieren der Gruppe NONE (a, d), der Gruppe MCM (b, €) und der Gruppe
MCM+VEGF (c, f). 70 Tage nach Osteotomie zeigen sich in der Gruppe NONE (d) und MCM (e)
abgerundete und zum Teil verschmélerte, zum Defektspalt hin gerichtete Knochenfragmente, typisch
flr eine atrophe Pseudarthrose. Hingegen weist die Rekonstruktion des Femurs der MCM+VEGF-
Gruppe (f) eine erhohte Knochenbildung mit mineralisiertem Knochengewebe innerhalb des Osteo-
tomiespalts auf. Die Skala entspricht 1 mm. g, h: BV / TV 14 Tage (g) und 70 Tage (h) nach Osteoto-
mie von Tieren der Gruppe NONE (n = 8), MCM (n = 8) und MCM+VEGF (n = 8). Mittelwert +
SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle; *p < 0,05 vs. MCM.

3D Rekonstruktionen der uCT-Aufnahmen von Proben der Gruppe MCM+VEGF 70 Tage
postoperativ zeigten eine knocherne Uberbriickung des Defektspalts (Abb. 29 f). Im Gegen-
satz dazu zeigten Rekonstruktionen der Knochenfragmente und des Osteotomiespalts in Tie-
ren der Gruppen MCM und NONE keine Uberbriickung zu diesem Zeitpunkt (Abb. 29 d und
e). Dariiber hinaus wiesen die Enden der Fragmente, die zur Osteotomie hin gerichtet waren,
eine Abrundung und Verschmélerung im Sinne einer atrophen Pseudarthrose auf (Abb. 29 d
und e). Die BMD ergab in keiner Gruppe fiir die jeweiligen Standzeiten signifikante Unter-

schiede (unvergffentlichte Daten).
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45 Biomechanik

Nach 14 und 70 tagiger Standzeit wiesen Femora der MCM+VEGF-Gruppe im Vergleich zu
Femora der MCM- sowie der NONE-Gruppe zu beiden Zeitpunkten eine signifikant hohere
Biegesteifigkeit auf (Abb. 30 a und b). Proben der Gruppe NONE und MCM zeigten im Sinne

einer atrophen Pseudarthrose praktisch keine Biegesteifigkeit.
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Abb. 30: Biomechanische Analyse der osteotomierten Mausefemora. a, b: Biegesteifigkeit von Femora
der Gruppe NONE (n = 8), MCM (n = 8) und MCM+VEGF (n = 8), 14 Tage (a) und 70 Tage (b)
nach Osteotomie. Mittelwert + SEM; #p < 0,05 vs. Kontrolle; *p < 0,05 vs. MCM, ®p < 0,05 vs. 14
Tage postoperativ innerhalb der jeweiligen Gruppe.
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4.6 Histomorphometrie

Die histomorphometrische Auswertung des Kallusgewebes erfolgte anhand longitudinaler
Schnittpraparate. Die histologische Analyse 14 und 70 Tage nach erfolgter Osteotomie ergab,
dass die Gesamtkallusflache der Tiere in der Gruppe MCM+VEGF signifikant groRer war als
in Tieren der Gruppen NONE und MCM (Abb. 31 a - f; Abb. 32 a, b).

14 d 70d

c d p 2
B
dh ft —
cb | dh AR 2

=

Abb. 31: Longitudinale histologische Femur-Schnittpraparate im Bereich des Defektspalts nach Saf-
ranin-O-Farbung. a - f: Reprasentative histologische Aufnahmen 14 Tage (a, c, €) und 70 Tage (b, d,
f) postoperativ von Femora der Gruppe NONE (a, b), MCM (c, d) und MCM+VEGF (e, f). Bindege-
webe (ft), Knorpelgewebe (ct) und kortikaler Knochen (cb) sind markiert. Die Bohrlocher des Clips
sind mit dh gekennzeichnet. MCM in der Osteotomieliicke werden durch Pfeilspitzen dargestellt. Die
Skala entspricht 500 um.

Die Untersuchung der Kalluszusammensetzung ergab 14 Tage postoperativ einen niedrigen
Knochengewebsanteil in allen drei Vergleichsgruppen. Der Kallus bestand zu diesem Zeit-
punkt in allen Gruppen vorrangig aus Bindegewebe (Abb. 32 c).

Interessanterweise zeigten Femora der Gruppe MCM+VEGF (ber die Studiendauer von 70
Tage nach Osteotomie einen tendenziell zunehmenden, jedoch nicht signifikanten, Knochen-
und Knorpelanteil am Gesamtkallusgewebe (4,1 + 2,3 % vs. 6,7 £ 5,5 %, p > 0,05), wohinge-
gen Versuchstiere der Gruppen NONE und MCM einen abnehmenden Anteil an Knochenge-
webe aufwiesen (MCM: 10,6 £ 3,3 % vs. 2,6 £ 1,4 %; NONE: 13,7 £3.8% vs. 1,4 £ 0,9 %, p
< 0.05) (Abb. 32 c und d).
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Abb. 32: Kallusflache und -zusammensetzung. a, b: Gesamtflache des periostalen Kallus der Gruppen
NONE (n = 8), MCM (n = 8) und MCM+VEGF (n = 8) 14 Tage (a) und 70 Tage (b) nach Osteotomie.
¢, d: Kalluszusammensetzung einschlieflich fibrosem Gewebe (weil3), Knorpelgewebe (grau) und
Knochengewebe (schwarz) der Gruppen NONE (n = 8), MCM (n = 8) und MCM+VEGF (n = 8) 14
Tage (c) und 70 Tage (d) postoperativ.

Die histomorphometrische Analyse deutet zusammenfassend darauf hin, dass in Tieren der
Gruppe MCM+VEGF ein enchondraler Knochenbildungsprozess stattfand. In Tieren der
Gruppen NONE bzw. MCM hingegen zeigte sich das typische Bild einer atrophen Pseud-
arthrose.

Dementsprechend zeigte die quantitative Beurteilung der knichernen Uberbriickung des De-
fektspalts mittels des beschriebenen Punktesystems 70 Tage postoperativ bei Tieren der
Gruppe MCM+VEGF einen hoheren Wert, als in Tieren der Gruppen NONE und MCM
(MCM+VEGF: 0,5 + 0,3; MCM: 0,25 £ 0,2; NONE: 0,0 £ 0,0). Jedoch waren die Werte in
allen Gruppen relativ niedrig und es wurden keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
(p > 0,05).
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4.7 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung des Kallusgewebes 70 Tage postoperativ ergab eine hohe-
re Anzahl von PCNA™-Zellen im zentralen Bereich des Kallusgewebes von MCM+VEGF-
Tieren im Vergleich zu Tieren der Gruppen MCM und NONE (Abb. 33).
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Abb. 33: Immunhistochemische Analyse des Kallusgewebes. a - ¢: Immunhistochemischer Nachweis
von PCNA*-Zellen (Pfeilspitzen) im Kallusgewebe osteotomierter Femora 70 Tage postoperativ von
Tieren der Gruppe NONE (a), MCM (b) und MCM+VEGF (c). In der Abbildung sind Bindegewebe
(ft), Knorpelgewebe (ct) und Konglomerate von MCM (Pfeile) markiert. Die Skala entspricht 50 um.
d: Anzahl PCNA*-Zellen pro HPF im Kallusgewebe der Gruppe NONE (n = 4), MCM (n = 4) und
MCM+VEGF (n = 4) 70 Tage nach Osteotomie. Mittelwert + SEM; #p <0,05 vs. Kontrolle; *p <0,05
vs. MCM.
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4.8 WB

Die WB-Analyse des Kallusgewebes ergab eine signifikant hthere Expression von VEGF im
Kallusgewebe der Gruppe MCM+VEGF im Vergleich zur Gruppe NONE (Abb. 34 und 35).

NONE MCM  MCM + VEGF
VEGF | T Ll
PO [ =]
EPO-R | | | =
RUNX | o l [ vo |
PCNA [ w= =] = w=[om o= —]
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Abb. 34: WB-Analyse des Kallusgewebes. Reprasentative WBs von VEGF, EPO, EPO-R, RUNX-2,
PCNA- und p-Actin-Expression innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE, MCM und
MCM+VEGF 14 Tage nach erfolgter Osteotomie.
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Abb. 35: Expression von VEGF innerhalb des Kallusgewebes der Kontrolle (n = 3), MCM (n = 3) und
MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie. Mittelwert + SEM; #p < 0,05 vs. NONE.

Interessanterweise war die Expression von EPO im Kallus der Gruppe MCM+VEGF im Ver-
gleich zu Kallusgewebe der Gruppen NONE und MCM um das 10 x bzw. 6 x signifikant er-
héht (Abb. 34 und 36).
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Abb. 36: Expression von EPO innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE (n = 3), MCM (n =
3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie. Mittelwert + SEM; “p < 0,05 vs. NONE;
*p < 0,05 vs. MCM.

Expression [Pixelintensitiit x 10°]

Im Gegensatz hierzu war die Expression von EPO-R zu diesem Zeitpunkt im Kallusgewebe
der drei Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 34 und 37).
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Abb. 37: Expression von EPO-R innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE (n = 3), MCM
(n = 3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage postoperativ.

Die Expression von RUNX-2 war bei Tieren der Versuchsgruppe MCM+VEGF im Vergleich
zu Tieren der Gruppe NONE und MCM signifikant erhéht (Abb. 34 und 38).
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Abb. 38: Expression von RUNX-2 innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE (n = 3), MCM
(n = 3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie. Mittelwert + SEM; #p < 0,05 vs.
NONE; *p < 0,05 vs. MCM.

Die Expression des Proliferationsmarkers PCNA war bei Tieren der Gruppe MCM+VEGF im
Vergleich zu Tieren der Gruppen NONE und MCM ebenfalls signifikant erhéht (Abb. 39).
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Abb. 39: Expression von PCNA innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE (n = 3), MCM
(n = 3) und MCM + VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie. Mittelwert + SEM; #p < 0,05 vs.
NONE; *p < 0,05 gegeniiber MCM.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Die Knochenheilung ist ein komplexer biologischer Prozess, der eine Interaktion unter-
schiedlicher knochenfremder Gewebetypen wie z. B. des Periosts, des GefalRsystems und des
periossaren Weichteilgewebes erfordert. Dieses Zusammenspiel wird wahrend der unter-
schiedlichen Phasen der Knochenheilung durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Dieses
s0g. ossare micro-environment ist aufgrund der Komplexitat in vitro nur schwer reproduzier-
bar (Friedman et al., 1996). Zwar war es in der vorliegenden Arbeit mdglich die Charakter-
isierung der verwendeten Mikropartikel in vitro durchzufuhren, doch da bislang kein in vitro
Modell die komplexen Vorgénge der Knochenheilung in vivo adaquat imitieren kann, war es
flr die genannte Fragestellung der vorliegenden Arbeit notwendig, die weiteren Untersuchun-

gen am Tiermodell durchzufiihren.

Bekanntlich gibt es Unterschiede hinsichtlich der biomechanischen und anatomischen Ver-
héltnisse zwischen murinem und humanem Knochen. So besitzt die Maus beispielsweise nicht
das unter 2.1.2 beschriebene Havers-System (Mills & Simpson, 2012). Stattdessen bauen sie
Knochen an der Frakturstelle unter Verwendung von Resorptionshohlraumen um, die sich in
der Néhe der Frakturoberflache bilden und durch Osteoblasten ausgefiillt werden. Obwohl
dieser Prozess dem vollstdandigen Umbau nach Havers dhnelt, stellt dieser Unterschied in
Hinblick auf die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den menschlichen Knochen einen Nach-
teil dar.

Andererseits bieten Nagetiere wie z. B. die Maus fur Tierversuche zur Untersuchung der
Knochenheilung auch Vorteile. So eignen sich M&use aufgrund ihrer geringen Anschaffungs-
und Haltungskosten zur Durchfiihrung von Studien mit groBen Gruppenzahlen. Weiterhin ist
das Genom der Maus vollstandig entschlusselt, wodurch sich eine Vielzahl transgener Stam-
me und molekularbiologischer und -genetischer Untersuchungsmdglichkeiten ergeben, die an
anderen Spezies nicht durchfuhrbar wéren (Haffner-Luntzer et al., 2016) (Nunamaker, 1998).
Daruber hinaus ist die Dauer der Knochenheilung geringer als bei anderen Spezies, woraus i.
d. R. klrzere Studiendauern resultieren (Bourque et al., 1992). Aus diesem Grund wurden in
der vorliegenden Studie ausgewachsene CD-1 Mause als Versuchstiere verwendet.
Verschiedene Knochenheilungsmodelle an der Maus sind beschrieben und verfligbar. Bei der
Auswahl eines Knochenheilungsmodells muss beruicksichtigt werden, dass die mechanischen

Gegebenheiten fir den Heilungserfolg von wesentlicher Bedeutung sind (Claes et al., 1998).
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Instabile Osteosynthesemodelle bilden daher nur sehr eingeschrankt das klinische Bild wie-
der, sind nur wenig aussagekraftig und sollten daher nach Mdglichkeit vermieden werden
(Histing et al., 2011).

Das von unserer Arbeitsgruppe entwickelte und in der vorliegenden Arbeit verwendete Pin-
Clip Modell stellt eine etablierte Technik dar, um biomechanische Stabilitat zu gewahrleisten
und die interfragmentére Bewegung im Vergleich zu einer rein intramedulldren, rotationsin-
stabilen Fixierung signifikant zu reduzieren (Garcia et al., 2008). Dartiber hinaus eignet sich
dieses Modell zur Induktion sowohl einer physiologischen als auch einer gestérten Knochen-
heilung und wurde hierflr bereits in mehreren Studien erfolgreich angewandt (Garcia et al.,
2008b) (Holstein et al., 2011) (Orth et al., 2017) (Orth et al., 2018) (Orth et al., 2018b).

Im Vergleich zu anderen Knochenheilungsmodellen an der Maus bietet das Pin-Clip Modell
entscheidende Vorteile: So gewahrt beispielsweise der von Bonnares und Einhorn publizierte
intramedullare Pin keine Rotations- oder Achsenstabilitat und es besteht die Gefahr der Pin-
dislokation (Bonnarens & Einhorn, 1984) (Histing et al., 2011). Das von Holstein und Kolle-
gen 2009 publizierte ,,MouseScrew*-Verfahren ist fir die Untersuchung einer Pseudarthrose
ungeeignet, da die Rotationsstabilitat durch die Kompression der jeweiligen Knochenfrag-
mente hergestellt wird (Holstein et al., 2009). Die 2010 von unserer Arbeitsgruppe publizier-
te ,,LockingMousePlate eignet sich vor allem fiir die Untersuchung der intramembrandsen
Knochenheilung und fir die Stabilisierung grofRerer Segmentdefekte, stellt jedoch kein ver-
gleichbares etabliertes Verfahren zur Untersuchung von Pseudarthrosen dar und ist i. d. R. fur
Knochendefekte im metaphyséren statt diaphysaren Bereich geeignet (Histing et al., 2010).
Eine etablierte Alternative zum Pin-Clip Modell zur Untersuchung der murinen Pseudarthrose
stellt der ,,Locking-Mouse-Nail“® dar (Garcia et al., 2009). Dieser ist hingegen vergleichs-
weise teuer. Dariiber hinaus wurde das Pin-Clip Modell bereits bei einer Vorstudie zur Unter-
suchung der Wirkung beschichteter MCM auf die Knochenheilung angewandt (Orth et al.,
2017), sodass die Wahl dieses Modells in der vorliegenden Studie die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse erhoht.

Ein Nachteil des verwendeten Pin-Clip Modells ist der hohe Invasivitatsgrad des chirurgi-
schen Eingriffs. Bei Anwendung rotationsstabiler Pseudarthrosemodellen ist dies jedoch auf-
grund der manuellen Induktion eines standardisierten Knochendefekts im Vergleich zu ge-
schlossenen Modellen, die eine physiologische Knochenheilung induzieren, generell erhoht.
Es ist moglich, dass die im Rahmen der Operation induzierten Verletzungen des umgebenden
Weichteilmantels, des Periosts oder des Knochens selbst die Knochenheilung beeintréchtigen.
Daruber hinaus ist es denkbar, dass der Intramedullarraum durch das Implantat zusétzlich
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geschadigt wird. Jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit trotz dessen bei allen Tieren be-
reits 1 - 2 Tage postoperativ eine physiologische Belastung der osteotomierten Extremitat und
ein physiologisches Gangbild beobachtet werden. Die Versuchstiere zeigten wéhrend des Be-
obachtungszeitraums keinerlei Einschrankungen im Bewegungsablauf oder Hinweise auf
Schmerzen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Osteosynthese stabil genug war
und keine héhergradig einschrankende Weichteilverletzung induziert wurde. Unter Berlck-
sichtigung der genannten Vor- und Nachteile entschieden wir uns daher in der vorliegenden
Avrbeit flr das Pin-Clip Modell.

Zusammenfassend hat sich die verwendete Pin-Clip Methode nach Garcia et al. (Garcia et al.,
2008) fur die vorliegende Studie als geeignet erwiesen. Es ist reproduzierbar und kann auch
fur Folgestudien empfohlen werden. Dies sollte insbesondere vor dem Hintergrund der besse-
ren Vergleichbarkeit angewandter Knochenersatzmaterialien erwogen werden.

Die Allgemeinanésthesie sowie die dafiir verwendeten Medikamente Xylazin und Ketamin
wurden von den Versuchstieren stets gut vertragen und es ergaben sich keine Hinweise auf
Entzindungen oder Infektionen an der abdominellen Einstichstelle oder des Operationsgebie-
tes selbst. Die Narkosedauer betrug durchschnittlich etwa 30 min und erwies sich fir die Ope-
rationsdauer sowie die unmittelbare postoperative Rdntgenkontrolle als ausreichend.

Dariiber hinaus war die Totung der Tiere durch Uberdosierung des Narkosegemischs scho-
nend und gab ausreichend Zeit fur eine weitere Rontgenkontrolle und Explantation des
Femurs bzw. des Kallusgewebes fur die weiteren Analysen. Im Rahmen der Explantation der
Knochen zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten ergab sich kein Hinweis auf Infektio-
nen oder Pathologien im Operationsfeld.

Die Untersuchungszeitpunkte von 14 bzw. 70 Tagen postoperativ wurden unter Beriicksichti-
gung des murinen Knochenheilungsverlaufs und einer ausfthrlichen Literaturrecherche ge-
wahlt (Garcia et al., 2008) (Histing et al., 2011) (Holstein et al., 2011) (Manigrasso &
O’Connor, 2004) (Orth et al., 2017). Manigrasso und O’Connor (2004) publizierten die Stadi-
en der murinen Knochenheilung. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass 10 - 14 Tage
nach Fraktur das grofite Kallusvolumen vorlag (Manigrasso & O’Connor, 2004). Die Unter-
suchung 14 Tage nach der Fraktur stellt somit die Phase der frihen Frakturheilung dar. Der
Untersuchungszeitpunkt von 70 Tagen bildet hingegen die spate Phase der Knochenheilung
ab und stellt zugleich die zeitliche Grenze dar, bis zu der eine murine Fraktur geheilt sein soll-
te. Ist zu diesem Zeitpunkt die Fraktur nicht kndchern Uberbriickt, so muss von einer Pseu-
darthrose ausgegangen werden (Garcia et al., 2008b). Zudem wurden diese beiden Untersu-

chungszeitpunkte bereits in friiheren Studien zur Untersuchung von Pseudarthrosen verwen-
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det, sodass sich durch die Auswahl des gleichen Zeitraums wiederum eine bessere Vergleich-
barkeit zu Vorstudien ergibt (Garcia et al., 2008b) (Holstein et al., 2011) (Orth et al., 2017).
Retrospektiv sind die beiden gewahlten Untersuchungszeitpunkte geeignet gewesen, um so-
wohl friihe als auch spéte Prozesse der Knochenheilung beurteilen zu kénnen und kdénnen
daher auch fiir Folgestudien empfohlen werden.

Wie unter 2.4 beschrieben ist die korrekte Wahl der Trégersubstanz zur Applikation von
Wachstumsfaktoren essenziell. Eine direkte Injektion von Wirkstoffen in den Frakturspalt
ohne jegliche Tragersysteme erwies sich in der Vergangenheit als wenig wirksam: In einer
Vorstudie, die ebenfalls die Auswirkungen von VEGF auf atrophe Pseudarthrosen in einem
murinen Frakturmodell untersuchte, wurde VEGF direkt und ohne Trégersubstanz in den
Frakturspalt injiziert (Ogilvie et al., 2012). Die nur mild ausgefallene proosteogene Wirkung
des auf diesem Wege applizierten VEGF konnte darauf beruhen, dass der Wachstumsfaktor
nicht in dem Defektspalt und somit ohne raumliche Applikationskontrolle verblieb und daher
nicht ausreichend am Zielort wirken konnte. Dies wird gestutzt durch die Studie von Eckardt
und Kollegen, die ebenfalls die Wirkung von VEGF auf die atrophe Pseudarthrose am Kanin-
chenmodell untersuchten (Eckardt et al., 2005). Hierfur wurde rekombinantes humanes VEGF
auf einen Hyaluronsauretrager aufgetragen und im Defektspalt angebracht. Auf diese Weise
konnte ein positiver Effekt von VEGF auf die Defektheilung nachgewiesen werden, ohne dass
der Wachstumsfaktor den Defektspalt verliel} (Eckardt et al., 2005).

Analysiert wurden die Femora anhand radiologischer, biomechanischer, histologischer und
proteinbiochemischer Methoden. Zur Anwendung dieser Methoden war es notwendig, die
Versuchstiere zu téten, da die Femora bzw. das Kallusgewebe hierzu vollstandig explantiert
werden mussten. Generell gibt es Analyseverfahren, die keiner Totung der Tiere bedirfen. So
sind verschiedene bildgebenden Verfahren verfiigbar, welche die Knochenheilung am leben-
den Versuchstier analysieren konnen. Auf diese Weise lassen sich beispielsweise die Morpho-
logie des Gewebes, Regenerations- und Umbauprozesse, die Expression verschiedener Gene,
die Proteindegradation, die Migration von Zellen sowie der Zelltod am lebenden Objekt mit-
hilfe von Mikropositronen-Emissions-Tomographie und Mikromagnetresonanztomographie
darstellen (Cano et al., 2008) (Fragogeorgi et al., 2019) (Lee et al., 2009) (Lu et al., 2005)
(Zachos et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden neben konventionellen Réntgenaufnahmen auch eine 2D
und 3D pCT als etablierte Verfahren zur Visualisierung und Beurteilung von Knochen durch-
gefiihrt. Im Gegensatz zur uCT lassen sich anhand eines Rontgenbildes lediglich Grélze und

Dichte des Kallusgewebes in Ebenen grob abschétzen. Da es sich beim konventionellen

66



Diskussion

Rdntgen um eine Projektionstechnik handelt, sind die Ergebnisse der Messung von der Positi-
on des Knochens innerhalb des Scanfeldes abhéngig (Augat et al., 1997) (Garcia et al., 2008b)
(Holstein et al., 2007). Die uCT hingegen bietet die Mdglichkeit den Knochen 3D zu rekon-
struieren und den Defektspalt hochaufldsend morphologisch und quantitativ zu beurteilen.
AuBerdem ist es mdglich mit verschiedenen Rekonstruktion-Softwares sogar biomechanische
Parameter des Knochens zu bestimmen (Cano et al., 2008). Wahrend die Rontgenaufnahmen
in der vorliegenden Arbeit primar dazu dienten, unmittelbar postoperativ sowie vor Explanta-
tion des Knochens die korrekte Lage des Implantates zu Uberpriifen bzw. sekundére Disloka-
tionen auszuschlieBen, konnte durch die Analyse der rekonstruierten 3D Aufnahmen der
MCTs eine exakte Analyse des neu gebildeten Knochens erfolgen. Da MCM selbst einen
Grauwert unterhalb der unter 3.2.1.2 genannten Grenze fir mineralisierten Knochen haben,
konnten Messfehler durch die Tragersubstanz ausgeschlossen werden.

Eine biomechanische Analyse des Knochens ist essenziell fir die Beurteilung der Knochen-
heilung und kann generell mittels verschiedener Verfahren erfolgen: So stellt die nicht-
destruktive 3-Punkt-Biegung eine weit verbreitete Methode dar, um die Biegesteifigkeit des
Knochens als biomechanischen Parameter zu analysieren. Die Berechnung der Ergebnisse
erfolgt anhand eines Kraft-Weg-Diagramms (Histing et al., 2010). Diese Methode gewahrleis-
tet, dass die Proben intakt bleiben und somit anschliefend fur weitere Analysen zur Verfi-
gung stehen. Hierdurch kann die Anzahl der Versuchstiere im Vergleich zu anderen, destruie-
renden Verfahren deutlich reduziert werden. Der Nachteil der 3-Punkt-Biegung ist jedoch die
Messung der maximalen Belastung lediglich Gber einem Punkt des Knochens. Im Gegensatz
hierzu stellt die 4-Punkt-Biegeung ein Verfahren dar, welches eine Messung Uber eine Strecke
ermdoglicht. Dies ist zwar i. d. R. biomechanisch gunstiger (Burstein & Frankel, 1971), jedoch
ist die Anwendung der 4-Punkt-Biegung am Mausefemur aufgrund der Dimensionen nicht
maoglich. Das durchschnittliche M&usefemur besitzt eine Lange von etwa 14,8 mm bei einem
Durchmesser von durchschnittlich etwa 1,86 mm. Zur Bestimmung der Biegesteifigkeit mit-
tels 4-Punkt-Biegung sollte jedoch die Lange mindestens das 16 x des Durchmessers betragen
um Messungenauigkeiten zu verhindern (Manigrasso & O’Connor, 2004). Demnach miisste
das Mé&usefemur also eine Lange von knapp 30 mm aufweisen.

Alternativ zur Beurteilung von mechanischen Eigenschaften des Knochens ware die Bestim-
mung der Torsionssteifigkeit durch Rotationstestung moglich gewesen. Ein Vorteil dieser
Methodik im Vergleich zu den Biegetestungen besteht darin, dass leichte Ungenauigkeiten
der Knochengeometrie keinen wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis haben. Die aus den
Torsionstests gewonnenen Informationen wie Scherspannung, Torsionssteifigkeit und Scher-
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modul wirden zur Bestimmung der Struktur- und Materialeigenschaften des Kallusgewebes
beitragen. Nachteil dieses Verfahrens ist jedoch die Destruktion des Knochens wéhrend der
Testung und den konsekutiv erhdhten Versuchstierbedarf (Manigrasso & O’Connor, 2004).
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit auf Torsionstestungen verzichtet und die
3-Punkt-Biegung zur Analyse der biomechanischen Eigenschaften der Proben angewandt.

Den Goldstandard der Knochenheilungsanalyse stellt die histologische Untersuchung der
Knochen dar (Gerstenfeld et al., 2005) (Pritchard & Ruzicka, 1950). Die Messungen der Ge-
samtkallusflache sowie der prozentualen Anteile von fibrésem, knorpeligem und kndchernem
Gewebe liefern Hinweise auf den Verlauf der verschiedenen Reparaturstadien des Kno-
chendefekts. Auch die zeitliche Abfolge der unterschiedlichen Stadien der Knochenheilung
kann hierdurch beurteilt werden (siehe hierzu unter 2.2.3) (Gerstenfeld et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurden die Nomenklatur sowie die Parameter nach VVorgaben der Ameri-
can Society of Bone and Mineral Research (ASBMR) gewahlt (Gerstenfeld et al., 2005). Der
peri-ostale Kallusbereich wurde als samtliches Knochen-, Knorpel- und Bindegewebe zwi-
schen den beiden Bohrléchern des Clips auf3erhalb der Kortikalices definiert. Vorbestehender
kortikaler Knochen sowie endostale Kallusbildungen wurden ausgeschlossen. Aufgrund der
uneinheitlichen 3D Architektur des Osteotomiespalts stellt es eine Herausforderung dar, die
verschiedenen Gewebe einheitlich in einem longitudinalem 2D Schnittpraparat zu analysie-
ren. Durch die Untersuchung am Punkt des maximalen Femurdurchmessers konnte jedoch
trotz dessen eine einheitliche, reprasentative und reproduzierbare Analyse des Defektspalts
erfolgen (Garcia et al., 2008) (Holstein et al., 2007).

Die histomorphometrische Analyse ist generell sowohl am kalzifizierten als auch am nicht
kalzifizierten Knochen moglich. Die Entkalkung erlaubt eine optimale Darstellung der orga-
nischen und zellularen Anteile des Knochengewebes durch Herauslosen der anorganischen
Substanzen. Die Dekalzifikation erweicht den Knochen und ermdglicht hierdurch die weitere
Verarbeitung mit histologischen Routinemethoden (Lang, 2006). Jedoch kann durch diesen
Prozess keine Aussage uber den Kalkgehalt in der Probe getroffen werden (Gerstenfeld et al.,
2005). Da dies jedoch mittels mikrocomputertomographischer Analyse vor der histologischen
Auswertung bereits erfolgt war, wurde die histomorphometrische Analyse am dekalzifizierten
Knochen durchgefiihrt. Hierdurch gelang es, die organische Zusammensetzung des Gewebes
im Defektspalt genauer zu beurteilen. Eine Verwendung der Proben flr die weiteren immun-
histochemischen Farbungen und Auswertungen war dartiber hinaus weiterhin mdoglich, da

dies sowohl am kalzifizierten als auch am nicht kalzifizierten Knochen durchfihrbar ist.
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Um die fur die Knochenheilung relevante Proteinexpression beurteilen zu kénnen, erfolgte
eine WB-Analyse. Am murinen Knochenheilungsmodell findet bereits 10 - 14 Tage nach
Fraktur eine Vaskularisierung und Kalzifikation des Kallusgewebes statt (Manigrasso et al.,
2004). Dartber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit VEGF appliziert, welches hauptséch-
lich in der friihen Phase der Knochenheilung wirkt (siehe 2.5.3). Die Ubrigen untersuchten
Proteine EPO, EPO-R, RUNX-2 spielen ebenfalls in der frilhen Phase der Knochenheilung im
Rahmen der Angiogenese, Zellproliferation und enchondralen Osteogenese (EPO und EPO-

R) (Holstein et al., 2007b) sowie der Osteoblastogenese, Knorpelformation, Zellmigration und
Vaskularisation (RUNX-2) (Lin & Hankenson, 2011) (Wysokinski et al., 2015) eine vorran-
gige Rolle. Hingegen ist PCNA ein allgemeiner Proliferationsmarker ohne zeitlichen Bezug
zur Knochenheilung (Holstein et al., 2011), der immunhistochemisch bereits zum spéten Un-
tersuchungszeitpunkt analysiert wurde. Daher entschieden wir uns im Rahmen der WB-
Analyse zur Untersuchung der Proteinexpression wéhrend des friihen Studienzeitpunkts von

14 Tagen postoperativ.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie zur therapeutischen Applikation von VEGF mittels
MCM als Tragermolekiil in atrophen Pseudarthrosen. Die Ergebnisse dieser Studie bestétigen
die Hypothese, dass VEGF-beschichtete MCM in der Lage sind die Knochenheilung in einem
etablierten atrophen Pseudarthrosemodell in der Maus zu verbessern. Dies wurde durch einen
radiologisch nachgewiesenen erhohten Anteil von BV / TV, einer verbesserten Biegesteifig-
keit des Knochens, einer histologisch gesicherten grofieren Gesamtkallusflache des periosta-
len Kallusgewebes sowie der erhdhten Anzahl proliferierender Zellen nachgewiesen. Dieser
Effekt kann durch ein proangiogenes und proosteogenes Expressionsprofil im Kallusgewebe
von Mausen der Gruppe MCM+VEGF erkléart werden. Die Knochenheilung war in dieser
Versuchsgruppe jedoch nach wie vor unvollstandig, was sich durch niedrige absolute Werte
der Biegesteifigkeit, einem niedrigen ossaren Uberbriickungsscore und dem begrenzten Anteil

von Knochengewebe in der Kalluszusammensetzung zeigte.

Die Abgabe von Proteinen bzw. bioaktiven Wirkstoffen durch biokompatible Tragersysteme
ist aufgrund komplexer intramolekularer Faltung und der Anfélligkeit von Proteinen fiir De-
naturierung und Abbau eine groRRe Herausforderung (Yu et al., 2017). Bisher wurde versucht,

diese Probleme durch UmschlieBung der Proteine durch bioresorbierbare Polymermatrices
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wie z. B. Mikrokugeln oder Nanopartikel zu I6sen (Chen & Mooney, 2003) (Jeong et al.,
1997) (Richardson et al., 2001). Diese Verfahren ermdglichen eine nachhaltige Freisetzung
von Proteinen. Die intrinsische Instabilitdt von Proteinen gegenuber externen Stressfaktoren
wahrend der Synthese solcher Konstrukte und der Abgabe bleibt jedoch ein signifikantes
Problem. Solche Stressoren kdénnen Exposition gegenuber hydrophober Grenzflachen, starke
mechanische Reize (z. B. Ruhren), verschiedene Detergenzien wahrend der Einarbeitung, eine
erhdhte Temperatur sowie Nebenprodukte des Polymerabbaus und erhéhte Feuchtigkeitsge-
halte wahrend der Abgabe sein (Giri et al., 2011) (Yu et al., 2017).

Frihere Studien konnten aullerdem zeigen, dass Proteine, die in Polymertragern eingekapselt
sind, agglomerieren und ihre Funktionalitat verlieren kdénnen (Zhu et al., 2000) (Fu et al.,
1999). Es wurden nur wenige Strategien entwickelt, um zu transportierende Proteine wéahrend
des Einbauprozesses, der Lagerung und der Freisetzung zu stabilisieren und dadurch diese
Einschrankungen zu Uberwinden. Fir MCM konnte jedoch in vorangegangenen Studien be-
reits gezeigt werden, dass die Proteinbindung durch elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen der Calciumphosphat-Mineraloberflache und den Seitenketten der Proteine sowie durch
die grolRe Oberflache der MCM mit ihrer typischen, plattenartigen Struktur erfolgt (Yu et al.,
2014). Insbesondere die dadurch vergrolierte Oberflache des MCM ermdglicht eine effiziente
Bindung. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Mineralbeschichtung der MCM Proteine
unter Extrembedingungen gegen Denaturierung und Aggregation schiitzt und dass nanostruk-
turelle Merkmale von MCM eine verbesserte Proteinstabilisierung bewirken. Dieser Protein-
stabilisierungseffekt wurde genutzt, um in vitro und in vivo eine langanhaltende biologische
Aktivitat bei verzogerter Abgabe von Wachstumsfaktoren hervorzurufen (Orth et al., 2017)
(Yu et al., 2017). Aufgrund dieser Eigenschaften eignen sich MCM hervorragend als Tra-
gersubstanz zur Abgabe von VEGF am murinen Modell mit Knochendefekten kritischer Gro-
Re.

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Bindungseffizienz der
MCM fir VEGF etwa 46 % betrégt und dadurch mit der in einer friheren Studie berichteten
Bindungseffizienz vergleichbar war (Yu et al., 2014). Es war dariber hinaus wahrend des 70-
tagigen Beobachtungszeitraums keine Auflésung der MCM im Osteotomiespalt zu beobach-
ten (Orth et al., 2017). Interessanterweise zeigte das Freisetzungsprofil von VEGF-beschich-
teten MCM innerhalb der ersten 7 Tage eine gesteigerte Freisetzung, die dem physiologischen
Anstieg von VEGF am 5. postoperativen Tag im Rahmen der Knochenheilung bei Nagetieren
entspricht (Pufe et al., 2002). Dartiber hinaus zeigten die WB-Analysen nach 14 Tagen eine
erhohte Expression von VEGF im Kallusgewebe von Versuchstieren, die VEGF-beschichtete
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MCM erhalten hatten, im Vergleich zu Tieren, die keine MCM erhalten hatten. Dies ist ein
Hinweis auf eine erfolgreiche Implantation von bioaktiven, VEGF-beschichteten MCM im
knéchernen Defektspalt.

Die Angiogenese ist fur einen erfolgreichen Knochenheilungsprozess von entscheidender Be-
deutung und tritt insbesondere in den frihen Phasen des typischerweise sehr gut koordinierten
Prozesses der Knochenheilung auf. Dementsprechend ist bekannt, dass eine unzureichende
Knochenvaskularisierung mit einer verminderten Knochenbildung und Knochenmasse ver-
bunden ist (Burkhardt et al., 1987). In Vorstudien konnte gezeigt werden, dass die Hemmung
des VEGF-Signals die Knochenregeneration erheblich stért und zu Pseudarthrosen fiihren
kann (Gaston & Simpson, 2007) (Hausman et al., 2001) (Street et al., 2002). In der vorliegen-
den Studie erhohte die Anwendung von VEGF-beschichteten MCM im Defektspalt von Mé&u-
sefemora das Verhéltnis von BV / TV, die Biegesteifigkeit sowie die periostale Gesamtkallus-
flache im Vergleich zu Tieren der Gruppen NONE und MCM. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Anwendung von VEGF unter Verwendung von MCM als Trégersystem die Knochenrepa-
ratur in diesem murinen atrophen Pseudarthrosemodell verbesserte.

Interessanterweise wurde die verbesserte Knochenreparatur bereits 14 Tage postoperativ beo-
bachtet. Dieser Zeitpunkt reprasentiert ein frihes Stadium des Knochenheilungsprozesses.
Wahrend die erste Phase dieses Prozesses durch Hamatombildung gekennzeichnet ist, ist die
zweite Phase mit der Rekrutierung von Entzindungszellen, Fibroblasten und Stammzellen
verbunden. Dies fuhrt schlieRlich zur Bildung des weichen Kallus. In dieser Phase wird phy-
siologisch endogenes VEGF in hohen Mengen exprimiert. Wir schlieBen daraus, dass die
Anwendung VEGF-beschichteter MCM in der friihen Phase des Knochenheilungsprozesses
bei Versuchstieren der Gruppe MCM+VEGF 14 Tage postoperativ analog wirkte und die
Knochenheilung hierdurch verbesserte.

WB-Analysen zeigten, dass die lokale Applikation von VEGF mittels MCM die Expression
von proangiogenem EPO 14 Tage postoperativ erhéht. Ublicherweise wird die Expression
proangiogener Zytokine durch Transkriptionsfaktoren wie z. B. HIF-1a als Reaktion auf hy-
poxische Zustande reguliert (siehe hierzu unter 2.5.3). Interessanterweise konnte bereits in
Hirngewebe nachgewiesen werden, dass VEGF selbst wahrend einer Normoxie als HIF-1a-
ahnliches Signal wirken und somit die Expression von EPO induzieren kann (Bellomo et al.,
2006). Daher ist es moglich, dass in der vorliegenden Studie VEGF selbst als Hypoxie-
ahnliches Signal wéhrend der Knochenheilung zur Induktion von EPO gedient haben kdnnte.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten daruiber hinaus, dass die Expression des phy-
siologischen Rezeptors von EPO (EPO-R) zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich war.
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Dies kann durch die Tatsache erklart werden, dass EPO eine genetische und funktionelle Ho-
mologie mit VEGF teilt, was auf eine ahnliche Rolle beider Zytokine bei der Knochenrepara-
tur hindeutet (Holstein et al., 2011). Anhand einer Studie von Hautverletzungen und Myokar-
dinfarkten wurde gezeigt, dass EPO die Geweberegeneration Uber VEGF-abhéngige Pfade
stimulieren kann (Galeano et al., 2006) (Westenbrink et al., 2010). Dementsprechend ist es
denkbar, dass die Anwendung VEGF-beschichteter MCM nicht nur die Knochenreparatur
durch VEGF selbst verbessern, sondern auch die Expression von EPO induzieren und eine
anschlieBende synergistische Stimulation der Angiogenese Uber VEGF-abhangige Signalwege
bewirken kann.

Die biologischen Wirkungen von VEGF werden von mehreren Rezeptoren Ubertragen. Wah-
rend VEGFR-2 eine Schlisselrolle fur die Angiogenese spielt, wird VEGFR-1 Ublicherweise
als ,,Koder-Rezeptor fir VEGF betrachtet (Ferrara et al., 2003). Im Rahmen der Osteogenese
wird VEGFR-1 jedoch auch auf Osteoblasten exprimiert, wodurch VEGF eine chemotakti-
sche Reaktion ausldsen kann (Beamer et al., 2010). AuBerdem stimuliert VEGF Endothelzel-
len osteoanabole Faktoren abzusondern (Bouletreau et al., 2002) (Wang et al., 1997). Damit
ist VEGF ein wichtiger multifunktionaler Schlisselfaktor bei der Knochenregeneration dessen
Funktion weit Uber seine klassische Rolle als angiogener Wachstumsfaktor hinausgeht. Dar-
aus schlieBen wir, dass die Anwendung von VEGF-beschichteten MCM in der vorliegenden
Studie maoglicherweise nicht nur die Knochenheilung durch eine angiogene Signallibertra-
gung, sondern auch durch eine osteoblastogene Stimulation verbesserte.

Fur die Osteoblastogenese ist RUNX-2 von zentraler Bedeutung. RUNX-2 dient als wesentli-
cher Regulator der Knochenbildung an der Schnittstelle vieler Signalwege zur Regulation der
Differenzierung von Osteoblasten (Ducy et al., 1997) (Lin & Hankenson, 2011). Interessan-
terweise scheint RUNX-2 auch fiur die VEGF-induzierte enchondrale Knochenbildung eine
wichtige Rolle zu spielen. Wie von Zelzer et al. (2001) beschrieben, zeigten RUNX-2-
defiziente Mduse weder die physiologische Hochregulation von VEGF noch die Invasion von
BlutgefalRen in Knorpelgewebe wahrend der enchondralen Ossifikation. Dies deutet darauf
hin, dass VEGF RUNX-2 fiir die Knochenregeneration benétigt (Zelzer et al., 2001). Die Er-
gebnisse der vorliegenden Studie lassen nun zusatzlich vermuten, dass die Anwendung von
VEGF die Expression von RUNX-2 hochregulieren kann. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Liu et al. (2012), die zeigen konnten, dass VEGF die Osteoblastogenese for-
dert indem es die Expression und Aktivitat von RUNX-2 reguliert (Liu et al., 2012). Die Da-
ten der vorliegenden Studie legen daher nahe, dass der osteogene Effekt VEGF-beschichteter

MCM uber einen RUNX-2-abhangigen Signalweg reguliert wurde. Die Ergebnisse der WB-
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Analyse indizieren, dass im Kallusgewebe der Gruppe MCM+VEGF ein Expressionsprofil
vorlag, das typisch flr eine verbesserte Vaskularisation sowie erhdhte osteogene Aktivitat ist.
Obwohl die Anwendung von VEGF-beschichteten MCM die Knochenheilung verbesserte und
mit einem Knochenheilungsprozess tiber den gesamten Untersuchungszeitraum verbunden
war, heilte der Osteotomiespalt von 1,8 mm nicht vollstdndig. Die Biegesteifigkeit bei Tieren
der MCM+VEGF-Gruppe war im Vergleich zu friheren biomechanischen Analysen unter
Verwendung dieses atrophen Pseudarthrosemodells gering (Orth et al., 2017). Auch der nied-
rige histologische Punktwert fir die Knochentberbrickung und die geringe Fraktion an Kno-
chen- und Knorpelgewebe 70 Tage nach erfolgter Osteotomie deuten auf eine unvollstandige
Heilung des Defektspalts hin. Jedoch zeigten histomorphometrische Analysen tber den ge-
samten Untersuchungszeitraum zunehmende Anteile von knéchernem und knorpeligem Ge-
webe im Gesamtkallus bei Tieren der Gruppe MCM+VEGF. Daruber hinaus wiesen Tiere der
MCM+VEGF-Gruppe im Vergleich zu den Tieren der anderen Gruppen signifikant mehr
PCNA*-Zellen pro HPF auf. Dies deutet darauf hin, dass die Knochenheilung in Tieren der
Gruppe MCM+VEGF noch andauerte, wéhrend die Knochenheilung in Tieren der anderen
Gruppen atrophe Zustande aufwiesen. Dementsprechend ist es moglich, dass ein langerer Be-
obachtungszeitraum in der vorliegenden Arbeit einen grof3eren Fortschritt der Knochenrege-
neration bei Versuchstieren der Gruppe MCM+VEGF hatte zeigen kdnnen. Atrophe Pseu-
darthrosen bei Mausen sind jedoch durch unzureichende Heilung nach mindestens 70 Tagen
postoperativ definiert (Garcia et al., 2008b). Daher konnte die Anwendung von VEGF-
beschichteten MCM trotz Stimulierung des Knochenheilungsprozesses die Bildung einer
atrophen Pseudarthrose in diesem anspruchsvollen Modell nicht verhindern.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zuvor zeigen, dass die Anwendung von BMP-2-beschichteten
MCM eine kndcherne Uberbriickung des Defektspalts in diesem atrophen Pseudarthrosemo-
dell mit einer im Vergleich zum gesunden Femur der Gegenseite relativen Biegesteifigkeit
von ca. 36 % 70 Tage postoperativ ermdglicht (Orth et al., 2017). Dies deutete immer noch
auf eine unvollstandige Knochenregeneration hin (Orth et al., 2017). Interessanterweise konn-
ten andere Studien zeigen, dass eine Kombination von BMP-2 und VEGF synergistisch wirkt
und den Knochenheilungsprozess weiter verbessern kann als die Anwendung eines der beiden
Zytokine allein (Cakir-Ozkan et al., 2017) (Luo et al., 2012) (Patel et al., 2008). Daher kann
vermutet werden, dass die kombinierte Anwendung von BMP-2- und VEGF-beschichteten

MCM in kinftigen Studien zu einer vollstdndigen Knochenheilung fihren konnte.
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Diskussion

53 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend zeigt die Verwendung von MCM zur Applikation von VEGF ein grofRes
Potenzial aufgrund der F&higkeit, die Proteinstabilitdt und -funktionalitdt wahrend der An-
wendung in vivo aufrechtzuerhalten. In der vorliegenden Studie wurden VEGF-beschichtete
MCM auf ihre therapeutische Wirksamkeit in einem murinen femoralen atrophen Pseudarth-
rosemodell untersucht. Interessanterweise verbesserte die Applikation VEGF-beschichteter
MCM die Knochenheilung durch Stimulation der Angiogenese und Osteoblastogenese Uber
EPO- und RUNX-2 vermittelte Signalwege. Daher sollten MCM als Tréger- und Freiset-
zungssystem flur VEGF in Kombination mit einer herkdbmmlichen Osteosynthesetechnik von
Interesse sein und konnten fir die Behandlung von Pseudarthrosen auch von klinischem Nut-

zen sein.
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7.1 Abklrzungsverzeichnis

% Prozent
& und
) Durchmesser
< Kleiner
> groRer
* Plusminus
® Registered Trademark (eingetragene Handelsmarke)
° Grad
°C Grad Celsius
o} Alpha
Beta
LA Mikroampere
uCT Mikrocomputertomographie
Mg Mikrogramm
ul Mikroliter
um Mikrometer
2D Zweidimensional
3D Dreidimensional
A Ampére
Abb. Abbildung

ANOVA Analysis of Variance (einfaktorielle Varianzanalyse)
APS Ammoniumpersulfat

Agqua dest.  Aqua destillata (destilliertes Wasser)

ASBMR American Society of Bone and Mineral Research

(amerikanische Gesellschaft fir Knochen- und Mineralforschung)

bFGF Basic fibroblast growth factor (Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
BMD Bone mineral density (Knochendichte)
BMP Bone morphogenetic protein

(knochenmorphogenetisches Protein)
BSU Basic multicellular unit (multizelluléare Grundeinheit)
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BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
BV Bone volume (Knochenvolumen)

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Ca? Kalzium

Ca?*Cl Kalziumchlorid

CaHA Calciumhydroxylapatit

cb cortical bone (kortikaler Knochen)

CD-1 Cluster of Differentiation 1

(internationales System zur Bezeichnung von Differenzierungsantigenen)

cm Zentimeter

cm?® Kubikzentimeter

ct cartilage tissue (Knorpelgewebe)

Cu Kupfer

Cu-Sulfat Kupfersulfat

Da Dalton

dh drilling holes (Bohrldcher des Clips)

d. h. das heil3t

DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
ECL Enhanced Chemiluminescence (erweiterte Chemilumineszenz)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

etal. Et alii (und andere)

EPO Erythropoetin

EPO-R Erythropoetin Rezeptor

FGF Fibroblast growth factor (Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
ft fibrous tissue (Bindegewebe)

G Erdbeschleunigung

G Gauge

g Gramm

g/cmd Gramm pro Kubikzentimeter

GAP GTPase-aktivierendes Protein

gof. gegebenenfalls

GH Growth factor (Wachstumsfaktor)

GmbH Gesellschaft mit beschrénkter Haftung
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h Stunde(n)

HCO:s- Hydrogencarbonat

H20 Wasser

HEPES Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure

HIF-1a Hypoxie-induzierter Faktor 1o

HPF High power field; Hochauflosendes Feld

i.d.R. in der Regel

IGF-1 Insulin-like growth factor-1

19G Immunglobulin G

Ihh Indian hedgehog

IL-1a Interleukin-1a

IL-1B Interleukin-1p

inkl. inklusive

KCI Kaliumchlorid

kD Kilodalton

kg Kilogramm

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

kv Kilovolt

Ip/ mm Linepairs per milimeter (Linienpaare pro Millimeter)
MAPK Mitogen-activated protein kinase (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)
MCM Mineral Coated Microparticles (Mineralien-beschichtete Mikropartikel)
M-CSF Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor

mg Milligram

MgSO4 Magnesiumsulfat

MgCl. Magnesiumchlorid

min Minute(n)

ml Milliliter

mm Millimeter

mm? Quadratmillimeter

mm?* Einheit des Flachentrdgheitmoments

mM Millimolar

mmol Millimol

mSBF modified simulated body fluid (modifizierte simulierte Korperflussigkeit)
N Newton
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n Anzahl
NaCl Natriumchlorid (Kochsalzlésung)
Na2COs Natriumcarbonat

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

NaOH Natriumhydroxid

nm Nanometer

NRP-1 Neuropilin-1

OPG Osteoprotegerin

P1GF Placenta Growth Factor (Plazenta Wachstumsfaktor)
PBS Phosphate buffered saline (Phosphatpuffer-Kochsalzldsung)
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

PDGF Platelet derived growth factor

P13-K Phosphoinositid-3-Kinase

PMOI Polarer Torsionswiderstand

POD Peroxidase

PTHrP Parathormone-related peptide

PVDF Polyvinyliden-Difluorid

RANK Receptor for activation of nuclear factor kappa B

RANKL Receptor for activation of nuclear factor kappa B Ligand

ROI Region of interest (Bereich von Interesse)

RT Raumtemperatur

RUNX-2 Runt-related transcription factor-2

S Sekunde(n)

SDS Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

SEM Standardfehler des Mittelwertes

s0g. sogenannte(n)

Tab. Tabelle

TBS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-buffered saline

(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-gepufferte Kochsalzlosung)
TBS-T Tris-buffered saline mit Tween20
TEMED Thermo Scientific Pierce Tetramethylethylendiamin
TGF-p Transforming growth factor-
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TNF-ao
TNP-470
TRIS
TV

u. a.

U/ min
USA

V. a.
V-Atpase
VEGF
VEGFR

VPF
VS.
WB

Tumornekrosefaktor-a

O-(chloroacetylcarbamoyl)fumagillol
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tissue volume (Gewebevolumen)

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

United States of America (Vereinigte Staaten von Amerika)
Volt

vor allem

Vacuolar-type H*-ATPase (vakuoldre H*-ATPase)

Vascular endothelial growth factor (vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor)
Vascular endothelial growth factor receptor

(vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor)
Vascular permeability factor (vaskuldrer Permabilitatsfaktor)
Versus

Western Blot

Multiplikationszeichen

zum Beispiel
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7.2

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

|

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Abbildungsverzeichnis

Morphologie von MCMs mit unterschiedlichen Carbonatkonzentrationen.
Schematische Darstellung der VEGF-Rezeptoren und Liganden.
Operationsinstrumente (eigene Aufnahme, 2017).

Ventrale Ansicht des fixierten, rechten Beines des Versuchstiers (eigene Auf-
nahme, 2017).

Eroffnung durch Hautinzision. Sicht auf das Ligamentum patellae (eigene
Aufnahme, 2017).

Luxation der Patella nach lateral nach Schnitt medial des
Ligamentum patellae (eigene Aufnahme, 2017).

Markraumerdoffnung innerhalb der Fossa intercondylaris mit dem Mikrobohrer
(eigene Aufnahme, 2017).

Abmessung der Markraumlange anhand einer Kanule (& = 0,45 mm) (eigene
Aufnahme, 2017).

Einfuhren der abgeflachten Kanile (Pin; @ = 0,55mm) (eigene Aufnahme,
2017).

Kdrzen des Pins am zuvor markierten Bereich (eigene Aufnahme, 2017).

Sicht von ventral auf die Fossa intercondylaris mit eingebrachtem und gekurzte
Pin (eigene Aufnahme, 2017).

Reposition der Patella sowie Refixation des Kniegelenks mit 5-0 Prolene®
(Ethicon) (eigene Aufnahme, 2017).

Hautnaht mit 5-0 Prolene® (Ethicon) (eigene Aufnahme, 2017).

Seitliche Lagerung des Versuchstiers mit Er6ffnung des lateralen Zugangswe-
ges (eigene Aufnahme, 2017).

Stumpfe Préparation des Femurs (eigene Aufnahme, 2017).
Fixation des Femurs mithilfe eines Klemmchens (eigene Aufnahme, 2017).

Perforation des Femurs zur spateren Clip-Implantation (eigene Aufnahme,
2017).

Einbringen des vorgefertigten Clips und Abmessung der Distanz zur Bohrung
des zweiten Lochs (eigene Aufnahme, 2017).

Bohrung des zweiten Loches (eigene Aufnahme, 2017).
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Abb. 20 Einbringen des Clips sowie Anbiegen der dorsalen Enden zur Stabilisierung
(eigene Aufnahme, 2017).

Abb. 21 Osteotomie des zirkularen Knochendefektes mittels Fraskopf (eigene Auf-
nahme, 2017).

Abb. 22 Induzierter Defektspalt von 1,8 mm Lénge (eigene Aufnahme, 2017).

Abb. 23 Applikation von VEGF-beschichteter MCM bzw. unbeschichteter MCM (ei-
gene Aufnahme, 2017).

Abb. 24 Applizierte MCM im Frakturspalt (eigene Aufnahme, 2017).

Abb. 25 Vorsichtiger Weichteilverschluss mit 5-0 Prolene® (Ethicon) (eigene Auf-
nahme, 2017).

Abb. 26 Hautnaht mit 5-0 Prolene® (Ethicon) (eigene Aufnahme, 2017).
Abb. 27 Charakterisierung von VEGF-beladenen MCM.

Abb. 28 Rdntgenaufnahmen der osteotomierten Méausefemora mit einem Defektspalt
von 1,8 mm (a - f).

Abb. 29 uCT-Analyse der Femora.

Abb. 30 Biomechanische Analyse der osteotomierten Mausefemora.

Abb. 31 Longitudinale histologische Femur-Schnittpréparate im Bereich des
Defektspalts nach Safranin-O-Férbung.

Abb. 32 Kallusflache und -zusammensetzung.

Abb. 33 Immunhistochemische Analyse des Kallusgewebes.

Abb. 34 WB-Analyse des Kallusgewebes.

Abb. 35 Expression von VEGF innerhalb des Kallusgewebes der Kontrolle (n = 3),
MCM (n = 3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie.

Abb. 36 Expression von EPO innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE
(n=3), MCM (n = 3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie.

Abb. 37 Expression von EPO-R innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE
(n=3), MCM (n = 3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage postoperativ.

Abb. 38 Expression von RUNX-2 innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE
(n=3), MCM (n = 3) und MCM+VEGF (n = 3) 14 Tage nach der Osteotomie.

Abb. 39 Expression von PCNA innerhalb des Kallusgewebes der Gruppen NONE

(n=3), MCM (n = 3) und MCM + VEGF (n = 3) 14 Tage nach der
Osteotomie.
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7.3 Tabellenverzeichnis

Tab. 1 lonenzusammensetzung der mSBF.

Tab. 2 Versuchsprotokoll.

Tab. 3 Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele flr die WB-Analyse.
Tab. 4 Primé&rantikorper flr die WB-Analyse.

Tab. 5 Sekundérantikorper fir die WB-Analyse.

95



Publikationen

8. Publikationen

Die vorliegende Arbeit wurde wie folgt publiziert:

Vortrag:

Orth M, Shenar AK, Orth P, Braun B, Holstein JH, Pohlemann T, Laschke MW, Menger MD
(2018) VEGF-beschichtete Mineral Coated Microparticles verbessern die Knochenbildung in
atrophen Pseudarthrosen. Deutscher Kongress fiir Orthopadie und Unfallchirurgie, Berlin,
Deutschland

Publikation:

Orth M, Shenar AK, Scheuer C, Braun BJ, Herath SC, Holstein JH, Histing T, Yu X, Murphy
WL, Pohlemann T, Laschke MW, Menger MD (2019) VEGF-loaded mineral-coated micro-
particles improve bone repair and are associated with increased expression of epo and RUNX-
2 in murine non-unions. 37: 821 - 31

96


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orth%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shenar%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheuer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braun%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herath%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holstein%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Histing%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murphy%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murphy%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pohlemann%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laschke%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Menger%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30835895

Danksagungen

9. Danksagungen

Die vorliegende Arbeit wurde im Institut fir Klinisch - Experimentelle Chirurgie, Universi-
tatsklinikum des Saarlandes, Homburg erstellt. Mein herzlicher Dank gilt:

Prof. Dr. med. Tim Pohlemann. Fur die groRzlgige Unterstltzung
meiner wissenschaftlichen und studentischen Tétigkeiten und die
Uberlassung des Themas sowie die ausgezeichneten Maglichkeiten,
es zu bearbeiten.

PD Dr. med. Marcel Orth. Fir die intensive und freundschaftliche
fachliche Beratung, sein Interesse am Fortgang meiner Arbeit und
seiner unschatzbaren Betreuung. Ohne seine Hilfe wére die Durch-
fuhrung der Arbeit nicht moglich gewesen.

Prof. Dr. med. Michael D. Menger. Fiir die Hilfe bei der Durchfih-
rung der Arbeit und fiir die groRztigige Bereitstellung der Raumlich-
keiten und Geréatschaften.

Dr. rer. nat. C. Scheuer, Frau J. Becker und Frau J. Parakenings.
Fur die tatkraftige Unterstlitzung und Hilfestellung in der Durchfiih-
rung der, histologischen, immunhistochemischen und proteinbio-
chemischen Analysen.

Dr. med. vet. Monika Frings. Fur die Unterstitzung und Hilfestel-
lung im Umgang mit den Tieren und ihr Einverstdndnis zur Durch-
fuhrung des Tierversuchs.

Ferner mochte ich mich bei allen Kolleginnen und Kollegen aus dem
Institut fir Klinisch - Experimentelle Chirurgie in Homburg fur ein
sehr angenehmes Arbeitsklima und die erstklassige Zusammenarbeit
bedanken.

Mein besonderer Dank gilt schlieflich neben vielen Freunden mei-
nen Eltern, die meine Arbeit mit groRem Engagement unterstltzt ha-
ben. Der grofite Dank gebihrt Mihail, ohne dessen unermidliche
Unterstltzung die vorliegende Arbeit nicht moglich gewesen ware.

97



