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ZUSAMMENFASSUNG/ABSTRACT

1. Zusammenfassung

Seit vielen Jahren wird versucht, die Frakturheilung mit Hilfe von Wachstumsfaktoren zu
beschleunigen und somit Komplikationen zu reduzieren. Gegenwirtig wird BMP-2 als
rekombinant humanes Protein im klinischen Einsatz lokal appliziert. Eine andere Applikationsart
von Wachstumsfaktoren ist die Gentherapie. Eine Neuentwicklung nicht-viraler Vektoren sind
sogenannte  COPROGs (Copolymer-protected gene vectors). Polymere umhiillen das zu
kodierende Plasmid und bieten unter anderem Schutz vor zu schnellem Abbau in der Zelle.

Ziel der Studie war es zu untersuchen, ob die lokale Applikation von BMP-2-Plasmiden in Form
von COPROGs die Frakturheilung in einem Rattenmodell stimuliert. Fiir die vorliegende Studie
dienten als Versuchstiere Sprague Dawley Ratten. Die Tiere wurden in 3 Versuchsgruppen
eingeteilt, einseitig die Tibia frakturiert und intramedullir mit einem Kirschner-Titandraht
stabilisiert. Eine vierte Gruppe diente zum Nachweis der Transfektion. Es fanden zu 2
Zeitpunkten (28. und 42. Tag postoperativ) Untersuchungen statt. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden die histologischen Ergebnisse analysiert. In anderen Teilen der Studie wurden
biomechanische Untersuchungen als auch Untersuchungen zur Transfektion durchgefiihrt. In
allen Teilen der Studie erfolgten radiologische Kontrollen, Kontrollen der Serumparameter,
Gewichts- und Temperaturbestimmungen.

Die lokale Applikation von BMP-2-Plasmiden zeigte in der histologischen Auswertung keinen
signifikanten Vorteil der BMP-2-Gruppe gegeniiber den anderen Versuchsgruppen nach 28 bzw.
42 Tagen. Einen Anhalt fiir eine fortgeschrittenere bzw. beschleunigtere Knochenheilung in der
COPROGSs+BMP-2 Gruppe ergab sich nicht. Histomorphologisch konnte in allen Gruppen ein
dhnlicher Kallusaufbau nachgewiesen werden. Initial zeigte sich ein signifikant geringerer
mineralisierter Anteil kortikal und periostal in der BMP-2-Gruppe verglichen zur Kontrollgruppe
am 28. Tag. Dieser Unterschied war am 42. Tag nicht mehr nachweisbar.

Radiologisch gab es ebenfalls keinen Hinweis auf einen initial schnelleren Heilungsbeginn der
mit COPROGs+BMP-2 behandelten Frakturen verglichen zur Kontrollgruppe.

Die biomechanischen Untersuchungen zeigten ein signifikant erhohtes maximales Drehmoment
in der BMP-2-Gruppe am 42. postoperativen Tag. Die Transfektionsfdahigkeit der COPROGs
wurde bestitigt, ohne dabei eine systemische Expression des Reportergens hervorzurufen.

Die Transfektionseffizienz non-viraler Vektorsysteme ist bekanntermaflen geringer als die viraler
Vektorsysteme. Dies konnte einer der Griinde der nicht eindeutigen Ergebnisse sein. Ein weiterer
Grund ist moglicherweise eine zu niedrige BMP-2-Plasmid-Konzentration in der PDLLA-

Beschichtung.
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Allerdings ist die Sicherheit non-viraler Vektoren hervorzuheben, die durch Teile der Studie
bestitigt werden konnte.

Als eine der ersten in vivo-Studien mit COPROGs ist diese Wegbereiter fiir weitere
Untersuchungen. Fiir die Zukunft ist zu {iberlegen, andere Trigermaterialien bzw.
Konzentrationen von COPROGs+BMP-2 zu nutzen, um die positiven Ergebnisse der in vitro-
Versuche als auch der biomechanischen Untersuchungen mit der Histomorphometrie zu stiitzen

und sichere Behandlungsstrategien fiir die klinische Anwendung zu entwickeln.

Abstract

For many years, it has been attempted to accelerate fracture healing by using growth factors to
reduce complications. Currently the recombinant human protein BMP-2 is locally applied in
clinical use. Another possibility for the application of growth factors is gene therapy. A new type
of non-viral gene vectors is called COPROGs. Here, polymers encase the plasmid which is to be
encoded, and offer protection from unduly rapid degradation in the cell.

The aim of the study was to investigate whether the local application of BMP-2 plasmids in the
form of COPROGS in a rat model stimulates fracture healing. For the study at hand, Sprague
Dawley rats have been used. The animals were divided into three experimental groups, on one
side the tibia was fractured and stabilized with an intramedullary K-titanium wire. Another group
was used to detect transfection. Examination took place twice. In the present study, the
histological findings were analyzed. Biomechanical testing was also carried out. Radiological
controls, controls of the serum parameters, and weight and temperature measurements were
tested throughout the experimental period.

Local application of BMP-2 plasmids showed no significant advantage of the BMP-2 group
compared to the other experimental groups after 28 and 42 days.

In the histological examinations, no advanced or accelerated bone healing for COPROGs+BMP-
2 treated animals were shown, compared to the control group. The morphology of the callus
region did not show any significant differences between the three groups. On day 28 after
fracture, a significantly less mineralized area was recorded in the BMP-2 group both cortical and
periosteal, compared to the control group. This difference was no longer seen on day 42.
Applying radiological parameters, there was no indication of an initial rapid healing of the

treated COPROGs and BMP-2 fractures, compared to the control group.
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The biomechanical studies have shown a significant increase in the maximum load in the BMP-2
group on day 42 after fracture. The transfection ability of COPROGs was confirmed without
causing a systemic expression of the reporter gene.

The inconclusive results may possibly be caused by an insufficient concentration of BMP-2
plasmid in the PDLLA coating.

The transfection efficiency of non-viral vector systems is known to be relatively lower than the
viral vector systems. However, the safety of non-viral vectors should be emphasized, as
confirmed by this study.

As one of the first in vivo studies with COPROG:s, this study paves the way for further research.
It may then be worth considering the use of other carrier systems or different concentrations of
COPROGs and BMP-2, in order to confirm the positive results of the in vitro experiments as
well as the biomechanics studies with histomorphometry and to develop safe treatment strategies

for clinical application.
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2. Einleitung

Weltweit sind Erkrankungen und Verletzungen des Bewegungsapparates die hdufigste Ursache
fiir Behinderungen und chronische Schmerzen. Es leiden mehrere hundert Millionen Menschen
unter diesen Krankheiten, die enorme Kosten fiir das Gesundheitswesen und die Gesellschaft
bedeuten. Diese Zahl wird durch die deutliche Zunahme der Alteren in der Bevolkerung rapide
zunehmen.

In Deutschland werden mehr als die Hilfte aller Frauen und 15% aller Ménner ilter als 65 Jahre
eine osteoporotische Fraktur erleiden.

Erkrankungen und Verletzungen des Bewegungsapparates stehen in Deutschland an erster Stelle
aller Arztkontakte. Sie sind Ursache fiir 40 % aller Arbeitsunfihigkeiten, 40 % aller verlorenen
Arbeitsjahre sowie 25 % aller frithzeitigen Berentungen. In Deutschland wurden allein die
direkten Kosten im Jahr 2002 durch Verletzungen des Haltungs- und Bewegungsapparates auf

mehr als 10,5 Mrd. EURO geschitzt [http://www.boneandjointdecade.de].

Ahnliche Zahlen liefern die USA. Laut dem Musculoskeletal injury report 2000 wurden 7,9
Millionen Frakturen gezahlt, davon 5-10% mit verspiteter oder unzureichender Knochenheilung
[Musculoskeletal injury report 2000, AAOS]. Nach Herz-Kreislauferkrankungen sind Traumata
das zweitteuerste medizinische Problem in den USA. Die damit verbundenen Kosten belaufen
sich auf 56 Milliarden $, wobei etwa die Hilfte fiir die Behandlung von Knochenbriichen
verwendet wird [National Trauma Data Bank Report 2002].

Die Heilung von Frakturen stellt einen komplexen physiologischen Prozess dar, der durch
Interaktionen von Zellen, Hormonen, Zytokinen, extrazelluliren Matrixproteinen sowie
verschiedenen Wachstumsfaktoren reguliert wird [Einhorn 1998].

Auf Grund von Stérungen des Heilungsprozesses kann es zu Komplikationen in Form
verzogerter Konsolidierung oder Infektionen kommen. Storungen der Frakturheilung konnen
traumatisch, mechanisch als auch biologisch bedingt sein. Trotz groBer Fortschritte in den
vergangenen Jahren ist die Behandlung von Frakturen weiterhin mit Komplikationen (z. B.
Pseudarthrosen, Non-unions) und Risiken verbunden [Einhorn 1998, Marsell 2011].

Die Entwicklung neuer sowie die Optimierung bestehender Implantatsysteme trug aus
biomechanischer Sicht im Wesentlichen zur Verbesserung der Behandlung von Frakturen in den
letzten Jahrzehnten bei. Weiterhin bestehende Behandlungsprobleme lassen das
Hauptaugenmerk auf die Losung der Probleme biologischer Natur richten.

Seit vielen Jahren wird versucht, die Frakturheilung mittels lokal oder systemisch wirkender

Faktoren zu beeinflussen und zu beschleunigen und somit Komplikationen zu reduzieren. Der
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Einsatz von Wachstumsfaktoren stellt hierbei einen moglichen Losungsansatz dar. Fiir den
Patienten wiirde der Einsatz von Wachstumsfaktoren und die damit verbundene Beschleunigung
der Frakturheilung eine Verringerung der komplikationsbedingten Folgeoperationen bedeuten
sowie eine Verkiirzung der Behandlungsperiode mit einem friihzeitigeren Wiedererlangen der
Arbeitsfihigkeit, Reduzierung der Erwerbsminderung oder Frithberentung und damit einen
groBen Gewinn an Lebensqualitit darstellen. Zugleich konnten die Kosten fiir das
Gesundheitswesen beziiglich des Krankenhausaufenthaltes, der Nachbehandlung sowie Kosten
fiir Hilfsmittel gemindert werden.

Sehr potente Wachstumsfaktoren im Rahmen der Knochenbildung und -regeneration sind die
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs). In zahlreichen in vitro- und in vivo-Studien konnte der
osteoinduktive Effekt von BMP gezeigt werden [Alden 1999; Baltzer 2000; Betz 2007; Bonadio
1999; Chen 2003; Fang 1996; Rose 2003; Wildemann 2004].

Gegenwirtig befindet sich neben BMP-2 (INFUSE® Bone Graft, Medtronic Sofamor Danek,
Memphis, U.S.A. und InductOs®, Wyeth, Miinster, Deutschland) auch BMP-7 (Osteogenic
Protein-1, OP-1) (Osigraft®, Olympus Europa, Hamburg, Deutschland) im klinischen Einsatz.
Beides sind rekombinant humane Proteine, die iiber Trigermaterialien appliziert werden. Der
Nachteil dieser Proteine ist die kurze Halbwertszeit, sowie die kostenintensive Herstellung. Des
Weiteren kann es durch die Fremdeiweile zu immunologischen Antworten des Organismus
kommen.

Eine mogliche Alternative ist die Gentherapie. Die Vorteile dieser Strategie sind beispielsweise
die ldnger anhaltende Expression des gewiinschten Proteins sowie die zeitliche als auch
quantitative Steuerung der Expression des Proteins. Der Einsatz von spezifischen
Gewebspromotoren erdffnet die Moglichkeit den Expressionsort der applizierten Gene zu
kontrollieren. Im Vergleich zum Einsatz von rekombinanten Proteinen reicht teilweise die
einmalige Applikation der Gene aus um eine Therapie erfolgreich durchzufiihren. Auflerdem
stellt die Gentherapie in der Behandlung von Erbkrankheiten die Methode der Wahl dar [Evans
2012].
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3. Physiologische Grundlagen und Forschungsstand

3.1. Physiologische Knochenheilung

Die physiologische Frakturheilung ist ein komplexer Vorgang, an dem verschiedene Zellen und
Gewebstypen beteiligt sind. Die Vorginge werden durch Interaktionen von Zellen, Hormonen,
Zytokinen, extrazelluldren Matrixproteinen und Wachstumsfaktoren reguliert [Einhorn 1998,
Dimitriou 2005]. Im Unterschied zu anderen Geweben, die meist durch Ausbildung einer
bindegewebigen Narbe ausheilen, kann bei der Frakturheilung der Knochen als urspriingliches
Gewebe und dessen Funktion in der Regel nahezu vollstindig wiederhergestellt werden
[McKibbin 1978]. Die Knochenheilung kann in eine direkte — bei Spaltbriichen und
Plattenosteosynthesen mit Kompression vorkommend ohne Ausbildung eines Kallus — und in
eine indirekte Frakturheilung unterschieden werden. Die klinisch relevante indirekte
Frakturheilung wird in fiinf sich teilweise liberlappende Phasen unterteilt (Abb. 1) [Barnes 1999,
Einhorn 1998].

o Verletzung-/Frakturphase mit Himatombildung (a)
e Entziindungsphase

® Angiogenese und Chondrogenese (b)

® Chondrale und desmale Ossifikation (b, c)

®  Phase des Umbaus (sog. ,,remodeling ““) (d)

Intalter Enochen
Ilatkkanal Kortikalis

/ Perioat Elatgefdfe /
i Z
r R I r

Mittellinie

Phasen der Fraktwheilung

Initisler by Intramembrandse

Kallus B Osteogenese
Frakturspalt / Himatom

]
@ Enorpelgewehe

Enchondrale

() O zaifikation

Abb. 1: Phasen der Knochenheilung (nach Bailon-Plaza et al.) [Bailon-Plaza 2001]
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Die Frakturphase umfasst die Zerstorung des Knochens und teilweise des umgebenen Gewebes.
Hierbei werden Kortikalis, Knochenmark, Periost sowie angrenzende Weichteile beschidigt. Im
Frakturbereich kommt es zur Ausbildung eines Hdmatoms [Barnes 1999]. In das Hamatom
infiltrieren in der anschlieBenden Entziindungsphase lokal Granulozyten, Mastzellen und
Monozyten. Des Weiteren finden sich pluripotente Stammzellen mesenchymaler Herkunft als
Vorldufer der Osteoblasten. Es kommt zur Ausschiittung von Wachstumsfaktoren (u. a. TGF-81,
PDGF) und Zytokinen (Interleukin 1 und 6 u. a.), die fiir die Steuerung der Zellinfiltration,
Angiogenese und Zelldifferenzierung eine zentrale Rolle spielen und als Signalstoffe den
Heilungsprozess entscheidend beeinflussen [Einhorn 1998].

2-3 Tage mnach Abklingen der Entziindungsphase kommt es zum Aufbau von
Granulationsgewebe. Nach 4-6 Wochen liegt ein sogenannter weicher Kallus vor, der von zentral
nach peripher zur Frakturzone fortschreitet. Einen bedeutenden Beitrag zur Ausbildung des
weichen Kallus und zum Ablauf der desmalen Ossifikation leisten hierbei die Mesenchym- und
Osteoprogenitorzellen des Periosts. Sie differenzieren sich unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren zu Chondrozyten oder Osteoblasten [Lee FY 1998]. Nach etwa 3-4 Monaten
ist ein Geflechtknochen entstanden, welcher durch allmihliche Umbauprozesse, sog.
Remodelingvorgingen, in lamelliren Knochen umgewandelt wird. Zum Abschluss der
Umbauvorginge entsteht aus dem Geflechtknochen wieder ein Lamellenknochen mit Periost und
Endost. Die Phase des Remodelings beinhaltet die Wiederherstellung der urspriinglichen
Knochenstruktur mit Markraum und sollte bei regelhaftem Heilungsverlauf nach 6-24 Monaten
abgeschlossen sein. Diese Vorgidnge werden unter anderem von folgenden lokal wirksamen

Wachstumsfaktoren gesteuert [Dimitriou 2005, Al-Aql 2008]:

Transforming growth factors (TGF-BI1, TGF-$2, TGF-$3) werden von Thrombozyten

unmittelbar nach einer Fraktur gebildet und initiieren die Kallusbildung. AuBlerdem werden sie in
Chondrozyten und Osteoblasten gebildet und induzieren die Bildung von Extrazelluldrmatrix.

Des Weiteren stimulieren sie die Bildung von Mesenchymzellen.

Bone morphogenetic proteins (BMPs) werden von mesenchymalen Stammzellen, Osteoblasten

und Chondrozyten gebildet und stimulieren deren Proliferation. BMP-2 ist eines der potentesten
BMPs zur Stimulation der Zelldifferenzierung und ist ein wichtiger Faktor in der initialen

Reparaturkaskade bei der Frakturheilung.

11
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Insulin-like _growth factors (IGF-I, IGF-II) stammen aus der Knochenmatrix, endothelialen

Zellen, Osteoblasten und Chondrozyten. IGF-I ist potenter als IGF-II und wird bei der
Frakturheilung exprimiert, wéhrend IGF-II eine wichtige Rolle in der enchondralen

Knochenbildung spielt.

Fibroblast growth factors (o-FGF, f-FGF) fordern die Bildung von Fibroblasten, Myozyten,

Osteoblasten und Chondrozyten. a-FGF bewirkt dabei die Chondrozytenproliferation, wéhrend
das potentere B-FGF sowohl in der Reifung der Chondrozyten als auch bei der

Knochenresorption involviert ist.

Platelet derived growth factor (PDGF) steigert die Proliferation und Migration von Osteoblasten

und wird von Osteoklasten gebildet. Demzufolge kommt ihm eine wichtige Rolle bei der

Frakturheilung zu.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) wird von Osteoblasten gebildet und spielt in der

Frakturheilung einer zentrale Rolle bei der Neoangiogenese.

3.2. Gestorte Knochenheilung

Erfahrungen aus dem klinischen Alltag zeigen, dass es bei Frakturen zu bedeutenden
gesundheitlichen Beeintrichtigungen und soziookonomischen Problemen fiir den Patienten
kommen kann. Storungen der Frakturheilung konnen traumatisch, mechanisch als auch
biologisch bedingt sein. Hiufig ldsst sich eine Kombination dieser Faktoren beobachten. Trotz
groBBer Fortschritte unfallchirurgischer Therapiestrategien in den vergangenen Jahren ist die
Behandlung von Frakturen weiterhin mit zahlreichen Komplikationen und Risiken verbunden
[Baltzer 2004, Einhorn 1998, Fang 1996, Kaito 2005].

Die Komplikationen der Frakturheilung langer Rohrenknochen wurden von Coles et al
analysiert. In 13  Studien mit insgesamt 895 Patienten und verschiedenen
Stabilisierungsmethoden fanden sich beispielsweise bei der unaufgebohrten Tibianagelung in
17,2% der Fille eine verzogerte Konsolidierung bzw. Pseudarthrose, Fehlheilung in 11,8%, in
0,5% der Fille kam es zu Infektionen und 23,1% der Patienten bendtigten eine Reoperation
[Coles 2000]. Neben den moglichen Operationsrisiken (z. B. Blutverlust, Infektionen, Gefal3-

oder Nervenverletzungen, Kompartmentsyndrom und bleibendem Funktionsverlust) korreliert

12
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eine Vielzahl der Komplikationen direkt mit der Behandlungsdauer [Kneser 2006, Riiter 1995].
Nosokomiale Infektionen konnen zum Teil mit letalen Krankheitsverldufen einhergehen. Bei
immobilisierten Patienten mit Frakturen der langen Rohrenknochen ist in 30-50% mit dem
Auftreten einer proximalen tiefen Beinvenenthrombose zu rechnen. 5% dieser Patienten bildet
eine klinisch relevante Lungenarterienembolie aus [Coventry 1973]. Bis zu 5% der Frakturen an
der unteren Extremitit heilen nur verzdgert aus oder bilden sogar Pseudarthrosen [Littenberg 1998].
Ursache hierfiir sind vor allem mechanische Faktoren, wie Fehlbelastung und ungeniigende
Stabilisierung, oder komplexe biologische FEinfliisse, wie beispielsweise mangelnde
GefiBeinsprossung und Weichteilschaden, mit konsekutiv verzogerter Frakturheilung
[Littenberg 1998]. Die heute zur Verfiigung stehenden Techniken zur Augmentation der
Knochenheilung wie Autograft, Segmenttransfer, Allograft, Knochenersatzstoffe, elektrische und
sonographische Stimulation sind leider im Ergebnis oftmals unbefriedigend [Pelinkovic 2001].
Dariiber hinaus kann die Kallusbildung durch die Einnahme von Medikamenten, wie z. B.
Steroide, Zytostatika oder nichtsteroidale Antirheumatika beeintrachtigt werden [Pelinkovic
2001]. Im Zuge einer immer &lter werdenden Bevolkerung gewinnen heutzutage infolge von
Osteoporose entstehende Frakturen zunehmend an Bedeutung [Egermann 2005]. In Deutschland
werden mehr als die Hilfte aller Frauen und 15% aller Ménner ilter als 65 Jahre eine

osteoporotische Fraktur erleiden [www.boneandjointdecade.de/html/fakten fragen.html, 2012].

Diese Frakturen heilen schlechter und stellen eine entscheidende Ursache fiir Morbiditét sowie
Mortalitét bei dlteren Menschen dar [Egermann 2006].

Es zeichnet sich ein rasanter Bevolkerungsanstieg ab, wéhrend 1950 ca. 2,5 Milliarden
Menschen auf der Erde lebten, waren es 1998 bereits 5,9 Milliarden. Die Prognose fiir das Jahr
2050 belduft sich auf 9 Milliarden Menschen. 1997 waren 380 Millionen Menschen iiber 65
Jahre alt, 2020 sollen es global 690 Millionen sein. In Studien wurde die Beziehung zwischen
dem Alter der Bevolkerung und dem Risiko eine Fraktur zu erleiden untersucht. In der
Altersgruppe 5-17 Jahre kommt es am hidufigsten zu Frakturen an den Extremititen, bei
Menschen iiber 65 Jahre stehen Hiiftfrakturen an erster Stelle. Angesichts der Tatsache, dass die
Bevolkerungszahlen in den kommenden Jahren immer weiter zunehmen, steigen auch die

auftretenden Frakturen weiter an [Knowledge Enterprises Inc. 2000].
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3.3. Biologische Intervention zur Beeinflussung der Knochenheilung

Durch die Entwicklung und Verbesserung neuer sowie bestehender Implantatsysteme konnte aus
biomechanischer Sicht die Behandlung von Frakturen in den letzten Jahrzehnten verbessert
werden. Um weiterhin bestehende Behandlungsprobleme anzugehen, sollte sich das
Hauptaugenmerk allerdings auf die Losung der Probleme biologischer Natur richten.

Unter biologischen Verfahren bzw. Wirksubstanzen zur Stimulation der Frakturheilung versteht
man z. B. autogene und allogene Knochentransplantate. Dariiber hinaus gibt es lokale als auch
systemische Faktoren mit osteoinduktiver Wirkung, die Zellmigration, -proliferation und -
differenzierung stimulieren konnen. Die Weiterentwicklungen der verschiedenen Methoden bzw.
Substanzen zur Stimulation der Frakturheilung erfolgen in unterschiedlichsten Richtungen. Der
experimentelle Einsatz von Wachstumsfaktoren ist wéahrend des letzten Jahrzehnts ansteigend
[Schilephake 2002]. Es konnten bereits in verschiedenen experimentellen Studien die positiven
Effekte von Wachstumsfaktoren, sowohl bei systemischer als auch lokaler Applikation, auf die
Frakturheilung nachgewiesen werden [Egermann 2006; Gautschi 2007; Raschke 2002;
Schmidmaier 2001A; Schmidmaier 2002A]. Dabei kam es zu einer deutlichen Beschleunigung
des Heilungsprozesses.

Fiir den Patienten wiirden der Einsatz von Wachstumsfaktoren und die damit verbundene
Beschleunigung der Frakturheilung eine Verringerung der frakturbedingten Folgeoperationen
bedeuten. Die verkiirzte Behandlungsdauer wiirde zu einem schnelleren Wiedereinstieg in die
Arbeitswelt fiihren, die Erwerbsminderung oder Friihberentung reduzieren und damit einen
groBen Gewinn an Lebensqualitit darstellen. Die Kosten fiir Krankenhausaufenthalte,

Nachbehandlung und Hilfsmittel konnten somit gemindert werden.

In den letzten Jahren haben Wachstumsfaktoren (WF) zunehmende Bedeutung in der
traumatologischen und orthopédischen Forschung gewonnen.

Schon um 1920 vermutete Bier, dass die Frakturenden des Knochens ein ,,Agens* freisetzen, das
den Heilungsprozess positiv beeinflusst [Bier 1918]. Von da an wurde die Suche nach dem
,Wund-Hormon*, speziell im Frakturhdmatom, fortgesetzt [Pritchard 1963; Urist 1952]. 1938
entdeckte Levander, dass die intramuskuldre Injektion eines in saurem Alkohol geldsten
Knochen- und Kallus-Extrakts die Bildung ektopen Knochen- und Knorpelgewebes auslost.
Daraus schlussfolgerte er, dass die Knochenregeneration ein Resultat der Aktivierung
undifferenzierten mesenchymalen Gewebes durch spezifische knochenbildende Substanzen sei

[Levander 1938]. Im Jahr 1965 gelang es Urist et al. erneut mittels eines Extrakts aus
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demineralisiertem Knochen ektope Knochensubstanz zu erzeugen [Urist 1965]. Es folgten
zahlreiche Experimente zur Erforschung der lokalen Knochenstimulation durch extrazellulire
Matrix, in deren Verlauf einige Wachstumsfaktoren (WF), als erstes Bone morphogenetic protein
(BMP), entdeckt wurden.

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die generalisiert, in sehr geringen Konzentrationen, in
spezifischen Geweben gebildet werden und als lokale Faktoren der Zellregulation fungieren. Die
meisten Wachstumsfaktoren werden als hochmolekulare Vorstufen freigesetzt, die durch
proteolytische Spaltung in ihre aktive Form {iiberfiihrt werden. Wachstumsfaktoren und Hormone
sind wichtige Steuerelemente des Knochenmetabolismus [Lind 1998]. In vitro- und in vivo-
Studien belegen zahlreiche regulierende Effekte osteoinduktiver WF und zeigen, dass einige
dieser Faktoren die Knochenheilung stimulieren [Aspenberg 1992; Joyce 1990; Yasko 1992;
Zheng 1992].

In der Tabelle 1 sind zusammenfassend die Stadien der Frakturheilung und die damit verbundene

Expression von Signalmolekiile sowie deren Wirkweise dargestellt.
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Tab. 1 Zusammenfassung der verschiedenen Stadien der Frakturheilung und die damit einhergehenden

Signalmolekiile [modifiziert nach Al-Aql 2008]

Heilungsphase Biologische Prozesse Expression der Signalmolekiile und deren Funktion
Hiamatom IL-1, IL-6, und TNF-a, Initiierung einer
Heilungskaskade
Inflammation Inflammation TGF-B, PDGF, und BMP-2, Expression steigt an,
Anregung der Kallusbildung
Rekrutierung mesenchymaler GDF-8 nur an Tag 1, Kontrolle der Zellproliferation
Stammzellen (MSC)
Beginn der Chondrogenese und TGF-B2, -3, und GDF-5, Beteiligung an
enchondralen Ossifikation Chondrogenese und endochondraler
Knochenbildung
Chondrogenese Zellproliferation und BMP-5 und -6, Konzentration steigt an

und periostale

intramembrandser Ossifikation

Antwort Gefileinsprossung Angiopoietin und VEGF stimulieren die
Gefaleinsprossung in das Periost.
Neoangiogenese
Phase der aktivsten Osteogenese TNF-a steigt in Verbindung mit der Resorption von
mineralisiertem Knorpel. Das fordert die
Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen und
Knorpelresorption induziert Apoptose von hypertrophen Chondrozyten.

und primére

Rekrutierung von Knochenzellen

RANKL und MCSF steigen in Verbindung mit

Knochenformation | und Bildung von Geflechtknochen | Resorption von mineralisiertem Knorpel.
Apoptose von Chondrozyten und
Proteolyse von Matrix
Rekrutierung von Osteoklasten BMP-3, -4, -7, und -8 steigen in Verbindung mit der
und Resorption von Knorpel Resorption von kalzifiziertem Knorpel. Sie fordern
die Rekrutierung von Osteoblasten.
Neoangiogenese BMP-5 und -6 weiterhin mit hoher Konzentration,
regulatorischer Effekt in intramembrandser und
Endochondraler Ossification.
VEGF vermehrt gebildet zur Stimulation der
Neoangiogenese.
Sekundére Knochen-Remodeling, IL-1 und IL-6 steigen erneut in Verbindung mit
Knochenformation | Osteoblastenaktivierung Knochen-Remodeling, hingegen fallen die

und Remodeling

Konzentrationen von RANKL und MCSF.

Bildung von Knochenmark

Abfallende Expression von Mitgliedern der TGF-f

Superfamilie.
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An ihren Zielzellen vermitteln sie sowohl eigene Effekte, als auch die Wirkungen systemischer
Hormone wie Vitamin D, Kalzitonin, Parathormon und Wachstumshormon (GH) [Canalis 1988,
Raisz 1981]. Auf Mesenchymzellen, Fibroblasten, Chondrozyten und Osteoblasten iiben
Wachstumsfaktoren zahlreiche Effekte aus. Beispiele hierfiir sind die Proliferation und
Differenzierung von Mesenchymzellen, Chondrozyten und Osteoblasten sowie die Stimulation
der Angiogenese. Des Weiteren induzieren sie die Expression von extrazelluldrer Matrix [Al-Aql
2008, Sandberg 1993].

Nach Freisetzung aus der Knochenmatrix sind Wachstumsfaktoren in der Lage, den
Metabolismus von Osteoblasten und -klasten wihrend der Remodelingvorginge zu steuern
sowie die Heilungsantwort nach einem Trauma anzuregen und zu kontrollieren (Tab. 1) [Canalis
1988, Joyce 1990]. Es ist wahrscheinlich, dass die Konzentration der im Knochen gespeicherten
Wachstumsfaktoren mit festlegt, in welchem Ausmall Knochenneubildung und Resorption
aneinander gekoppelt sind [Linkhart 1996].

Im Weiteren soll speziell auf die Eigenschaften und Wirkungen der Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs) eingegangen werden.

Es wurde in zahlreichen Studien belegt, dass diese Wachstumsfaktorengruppe iiber deutliche
chondro- und osteoinduktive Eigenschaften verfiigt [Barnes 1999, Cheng 2003, Cho 2002,
Lieberman 2002].

Nach der Entdeckung durch Urist im Jahre 1965, konnten 23 Jahre spiter die entsprechenden
Proteine isoliert und geklont werden, die eine ektope Knochenbildung im Muskelgewebe
hervorriefen [Urist 1965, Wozney 1988].

Die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) gehoren als multifunktionale Wachstumsfaktoren der
TGF-B (Transforming Growth Factor beta) Superfamilie an. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden
mehr als 30 Proteine identifiziert, die der BMP-Subfamilie zugeordnet werden kénnen [Celeste
1990, Ducy 2000].

Diese lassen sich wiederum in verschiedene Untergruppen, abhiingig von Struktur und Funktion,
unterteilen. Die Knochen- und Knorpelinduktion in vivo wird durch BMP-2/4 als auch durch
BMP-7 gefordert, wihrend durch den Growth Differentiation Factor-5, -6 und -7 (GDF-5, -6 und
-7) die Bildung von Knorpel und Sehnen stimuliert wird [Kawabata 1998].

BMPs binden hauptsichlich an Serin-/Threoninkinase Rezeptoren, die sich in Typ I und Typ II
unterteilen lassen. Diese lassen sich wiederum in je 3 Subtypen einteilen, die in verschiedenen
Geweben vorkommen. Sowohl Typ I als auch Typ II spielen in der intrazelluldren

Signaltransduktion eine essentielle Rolle. Die Signale werden iiber die Rezeptoren und
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intrazelluldre Smad-Proteine vermittelt. Ein Komplex aus Smad 1, 4, 5 und 8 transloziert in den

Zellkern und wirkt auf die Gentranskription (Abbildung 2).

2
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/ Smad 4

Abb. 2: Schematische Darstellung der BMP-Signaltransduktion.

Die Bindung von BMP-2 an seinen Typ-II-Rezeptor (1) fiihrt zusammen mit dem Typ-I-Rezeptor (2) zu einem
Rezeptorkomplex (3) und zu einer Phosphorylierung des Typ-I-Rezeptors (4). Nach dieser Aktivierung kommt es
zur Phosporylierung eines Rezeptor-regulierenden-Smads (R-Smad) (5), der mit Smad 4 (6) gekoppelt zum Nukleus
gelangt (7). Im Nukleus bindet dieser Smad-Protein-Komplex mit einem DNA-binding-partner (8). Dieser Komplex
koppelt an das spezifische Enhancer-Ziel-Gen (9) und aktiviert die Transkription der Zielgene [Massagué 1998].

Die BMP-Signaliibermittlung wird auf unterschiedlichen molekularen Ebenen reguliert (z. B.
Inhibition durch Noggin und Chordin) [Chen 2004].

BMP-2 und BMP-7 (Osteogenic Protein-1, OP-1) besitzen eine deutliche osteoinduktive
Wirkung und wurden von der Food and Drug Administration (FDA) fiir den klinischen Einsatz
freigegeben [Bishop 2007, McKay 2007]. Vorklinische und klinische Studien haben gezeigt,
dass BMP-2 fiir verschiedene therapeutische Interventionen wie z. B. offene Tibiafrakturen und
in der Wirbelsdulenchirurgie eingesetzt werden kann [Alt 2006,

http://www.fda.ecov/medicaldevices/productsandmedicalprocedures/deviceapprovalsandclearanc

es/recently-approveddevices/ucm081154.htm].
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Sowohl das in der Klinik eingesetzte BMP-2 (INFUSE® Bone Graft, Medtronic Sofamor Danek,
Memphis, U.S.A. und InductOs®, Wyeth, Miinster, Deutschland) als auch BMP-7 (Osteogenic
Protein-1, OP-1) (Osigraft®, Olympus Europa, Hamburg, Deutschland) sind rekombinant
hergestellte humane Proteine. Der Nachteil dieser Proteine ist neben der kostenintensiven
Herstellung die kurze Halbwertszeit. Des Weiteren werden relativ hohe Dosen benétigt um ein
Knochenwachstum zu induzieren [Govender 2002]. Fraglich ist auBerdem, ob eine einzelne
Gabe von rekombinanten Proteinen ausreicht um suffizient osteoinduktiv zu wirken [Lieberman
2002]. Rekombinant hergestellte Proteine sind Fremdeiweile und konnen als solche
immunologische Antworten im Organismus ausldsen.

2008 veroffentlichte die FDA lebensbedrohliche Komplikationen nach Wirbelsdulenoperationen
in Zusammenhang mit dem Einsatz von rhBMP-2. Es zeigte sich eine hohere Rate an
Nebenwirkungen fiir rhBMP-2 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Beschriebene Nebeneffekte
waren beispielsweise radiologisch sichtbare Osteolysen und Implantatzusammenfall. Auflerdem
wurden Harnverhalt, retrograde Ejakulation, frilhe Wundinfektionen sowie Bein- und
Riickenschmerzen beschrieben. Bei Operationen im Bereich der Halswirbelsdule kam es zu
Schwellungen der Halsweichteile und damit verbundener Kompression von Nerven und
Verlegung der Atemwege. Es waren Ofter Intubationen, antiinflammatorische MaBnahmen,
Tracheotomien sowie Zweiteingriffe im Bereich des Operationsgebietes notwendig [Carragee
2011].

Ahnliche Nebenwirkungen wurden fiir thBMP-2 im Rahmen der Behandlungen auBerhalb der
Wirbelsdulenchirurgie nachgewiesen. Bis Ende 2011 hat die Food and Drug Adminstration
(FDA) in 62 Fillen dazu Meldungen erhalten. Wundinfektionen, atypische Knochenbildung,
Pseudarthrosen und lokale Entziindungsreaktionen gehorten zu den am hiufigsten berichteten
unerwiinschten Ereignissen. In beinah der Hilfte der Berichte (30 Berichte entsprechen 48%)
wurde festgestellt, dass die Patienten Zweiteingriffe aufgrund der genannten
Nebenerscheinungen bendtigten. Die meisten Zwischenfille (49 Fille entsprechen 79%)
ereigneten sich nach Behandlung im Off-Label Use z. B. Behandlung von Tibiaplateau-
Frakturen, Behandlung von kongenitalen Tibiapseudarthrosen und Humerusrekonstruktionen
[Woo 2013].

Eine Alternative zum rekombinanten BMP und dessen mogliche Nebenwirkungen stellt die
Gentherapie dar. Vorteile dieser Strategie sind zum einen die ldnger anhaltende Expression des
gewiinschten Proteins, ein Erreichen an hohen lokalen Konzentrationen der Wirksubstanz und

die daraus resultierende groflere Effektivitit. Zum anderen wird das Risiko der systemischen

19



GRUNDLAGEN und FORSCHUNGSSTAND

Nebenwirkungen, wie z. B. Immunantworten des Organismus auf die Wirksubstanz durch die

lokale Gentherapie minimiert [Simpson 2006].

3.4. Gentherapie

Unter der Gentherapie verstand man im urspriinglichen Sinn das Einbringen von intakten Genen
in den Organismus bzw. in den Patienten um defekte Gene zu ersetzen bzw. zu komplementieren
[Martin 1998]. Mittlerweile versteht man unter dem Begriff der Gentherapie das Einbringen
genetischen Materials in die Zellen eines Individuums mit dem Ziel einen therapeutischen oder
prophylaktischen Nutzen zu erzielen [Health Department of the United Kingdom Gene Therapy
Advisory Committee 2001].

Grundlage dieses Konzeptes ist die Erkenntnis, dass in den Genen der Bauplan fiir Proteine
verschliisselt ist. Somit fiihrt ein in Zielzellen eingebrachtes therapeutisches Gen zur Produktion
eines therapeutischen Agens, im Allgemeinen ein Protein. Die Besonderheit der Gentherapie im
Vergleich zur ,klassischen* Therapie besteht darin, dass der Organismus ein korpereigenes
Medikament produziert. Das urspriinglich verabreichte ,,Medikament* ist jedoch genetisches
Material, d. h. Nukleinsduren (DNA, RNA) [Friedmann 1997].

Im Allgemeinen unterscheidet man die somatische Gentherapie von der Keimbahngentherapie
[Dyer 2000]. Die somatische Gentherapie beschreibt die Behandlung bestimmter Zielzellen, die
fiir die Entstehung oder die Therapie eines Krankheitsbildes relevant sind. Die Keimbahn ist von
dieser Art von Therapie nicht betroffen. Die durch den Gentransfer verdnderten genetischen
Merkmale werden nicht vererbt. Anders dazu wird bei der Keimbahngentherapie ein Eingriff in
das Erbgut beispielsweise einer befruchteten Eizelle oder einer anderen friihembryonalen
Entwicklungsstufe vorgenommen. Eine solche Verdnderung wiirde sich theoretisch auf alle
Gewebe des Organismus auswirken und neue Eigenschaften wiirden an die Nachkommen
weitergegeben werden. Diese Art der Gentherapie ist in der Bundesrepublik Deutschland
verboten  (Embryonenschutzgesetz  von  1991)  [Bundesministerium  der  Justiz,
Embryonenschutzgesetz, §5].

Die Strategien der Gentherapie lassen sich in ex vivo- und in vivo-Therapiemodelle einteilen

(Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Gentherapie-Prinzipien. [modifiziert nach Hallek ef al. 1999]

Bei der ex vivo-Gentherapie werden im Gegensatz zur in vivo-Gentherapie (direktes Einbringen
der Vektoren in den Zielorganismus bzw. in das Zielgewebe) die Zielzellen dem Organismus
entnommen, mit dem therapeutischen Gen transfiziert und spater wieder reimplantiert. Vorteil
dieses relativ aufwendigen Verfahrens ist, dass die rekombinanten Zellen gut charakterisierbar
sind und die transfizierten Zellen vor der Reimplantation selektiert und expandiert werden
konnen. Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens ist die Umgehung der bei der in vivo-Gentherapie
auftretenden physiologischen Barrieren. Der grofle Vorteil der in vivo-Gentherapie besteht

jedoch in der Einfachheit ihrer Durchfiihrung.

Extrazelluldre und intrazelluldire Barrieren:

Bereits bei der Applikation wird die DNA bzw. der Genvektor sowohl mit Korperfliissigkeiten
und deren Inhaltsstoffen, als auch mit mechanischen/anatomischen Barrieren konfrontiert
[Pouton 1998].

Dazu zdhlen unter anderem Serumproteine, die beispielsweise durch Bindung an den Vektor
deren physiko-chemische Eigenschaften verdndern, so dass die DNA oder der Genvektor von
Phagozyten abgebaut werden kann und wirkungslos wird. Durch Wechselwirkungen von

Serumproteinen und Erythrozyten mit der DNA oder dem Vektor kann es auBlerdem zur
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Aktivierung des Komplementsystems kommen. Serumprotease und -nukleasen vermindern
weiter die biologische Aktivitit durch Beseitigung aus dem Blutstrom [Dash 1999, Li 2001].

Bei viralen Vektoren zeigt sich hidufig nach erneuter Applikation eine stirkere Immunreaktion
mit Aktivierung des Komplementsystems als nach der ersten Verabreichung [Plank 1996]. Der
Grund dafiir ist die vorangegangene Antikorperbildung [Vandenberghe 2007]. Bei nicht-viralen
Vektoren kann die iiberwiegend positiv geladene extrazelluldre Matrix dazu fiihren, dass die
Ladung der Vektoren dissoziiert [Simberg 2003, Li 1999].

Trifft die DNA bzw. der Vektor auf die Zielzelle, stellt die Plasmamembran die erste
intrazellulire Barriere dar. Deren Uberwindung geschieht in der Regel durch Endozytose oder
Membranfusion [Wrobel 1995, Zabner 1995, Zhou 1994]. Die Geschwindigkeit dieser Vorgéinge
ist vom Zelltyp und von der GroBe der Partikel abhédngig [Zhou 1994]. Ist die DNA oder der
Vektor in ein sogenanntes Endosom aufgenommen, kann dieses die anschlieBende
Genexpression verhindern [Cotten 1992, Plank 1994]. Endosomen kénnen aber auch mit
Lysosomen fusionieren, was einen Abbau des Genvektors bzw. der DNA mittels lysosomaler
Enzyme nach sich zieht [Lechardeur 2005, Zhou 1994]. Viren haben Mechanismen entwickelt,
die eine Freisetzung ihres Genoms in das Zytoplasma bewirken. Solche Strategien versucht man
bei einigen nicht-viralen Vektoren nachzuahmen. Im Zytoplasma selbst ist eine entsprechende
Stabilitit des Vektors notwendig, da die transportierte Nukleinsdure dem Angriff von Nukleasen
ausgesetzt ist [Lechardeur 1999]. Die Transportvorginge in den Zellkern sind bis heute noch
nicht vollstdandig geklart. Es wurde jedoch gezeigt, dass der DNA-Transport zum Zellkern neben

dem Zytosol auch vom Nuclear Pore Complex (NPC) reguliert wird [Lechardeur 1999].

Voraussetzung das genetische Material als Medikament zu nutzen, ist dieses in die Zielzellen
durch Uberwindung der beschriebenen Barrieren einzuschleusen. Dazu ist es notwendig
effiziente Methoden zur Einschleusung zu entwickeln. Zu diesem Zweck werden sogenannte
Genvektoren konstruiert. Unter Genvektor versteht man dabei ein Vehikel, das dazu dient ein
therapeutisches Gen iiber die bestechenden Barrieren hinweg an die Zielzellen zu bringen, in
diese einzuschleusen und moglicherweise den Transport in den Zellkern zu unterstiitzen
[Finsinger 2000, Pouton 1998].

Ein ,idealer Vektor sollte einerseits effektiv das Genmaterial einschleusen, eine hohe
Selektivitdt fiir die angesteuerten Zellen und eine hohe Aufnahmekapazitit von Genen haben.
Andererseits sollte er eine ausreichend lange Expression der therapeutischen Gene erzielen. Vor
allem aber ist es wichtig, eine ausreichende Sicherheit in der Handhabung und beziiglich der

Pathogenitit sowie Immunogenitit zu gewéhrleisten [Somia 2000].
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Einfachstes Beispiel eines Genvektors ist ein rekombinantes Plasmid, in dem neben dem
Promotor und dem therapeutischen Gen u. a. auch Sequenzen zur gezielten Selektion (z. B.
Antibiotikaresistenzgen) und Replikation des Plasmids in prokaryoten (oftmals Escherichia coli)
Wirtszellen kloniert sind. Nach dem erfolgreichen Transfer des Plasmids kann die klonierte
Nukleinsdure vervielfacht werden [Riiger 1997].

Die Tatsache, dass Viren im Laufe Jahrmillionen langer Evolution effiziente Mechanismen zur
Uberwindung extra- und intrazellulidrer Barrieren des Gentransfers entwickelt haben, macht man
sich dahingehend zunutze, dass das therapeutische Gen in ein virales Genom integriert wird und

das Virus als Vektor fungiert (Tab. 2). Diesen Vorgang nennt man Transduktion.

Tab. 2: Vergleich viraler Vektoren. [Bonadio 1998; Pelinkovic 2001]

Integration
Vektor ins Transduktions- Vorteile Nachteile
Wirtsgenom Effizienz
Ja Hoch stabile Transduktion nur Infektion
Retroviren teilender Zellen; mitotischer Zellen
moglich;
geringe Immunogenitit Risiko der
Mutagenese
Nein Hoch Transduktion
Adenoviren teilender/nicht teilender Transiente Expression;
Zellen; grofle
Verpackungskapazitit Starke Immunantwort
Ja Hoch stabile Transduktion Geringe Verpackungs-
Adeno- teilender/nicht teilender kapazitit;
assoziierte Zellen;
Viren niedrige Immunogenitit Risiko d. Mutagenese
Nein Niedrig grofle
Herpes- Verpackungskapazitit;
Simplex-Viren Neutropismus; Zytotoxizitét
Transduktion
teilender/nicht teilender
Zellen

Viren gehoren zu den kleinsten biologischen Organisationsstrukturen, die genetisches Material
enthalten. Jedoch sind sie nicht in der Lage, sich ohne Hilfe einer Zelle zu replizieren. In iiber

70% aller Gentherapiestudien wurden Viren benutzt. Neben héaufig genutzten Retro- (28%) und
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Adenoviren (26%) kommen auch Adeno-assoziierte Viren sowie Herpes-Viren (z. B. Herpes
simplex) zum Einsatz [Edelstein 2004].

Trotz des groBen Potenzials Viren als Genvehikel nutzen zu konnen, machen die genannten
limitierenden Faktoren (z. B. Immunogenitit, Kapazitit, Transfektionseffizienz) die Suche nach
moglichen Alternativen notig. Dies fiihrte zur Entwicklung nicht-viraler Genvektoren. Auch
diese sollen dazu dienen, das genetische Material in die Zelle zu schleusen. Beim Einschleusen
genetischen Materials mithilfe nicht-viraler Vektoren spricht man von Transfektion. Folgende

Methoden des non-viralen Gentransfers lassen sich unterscheiden:

® physikalisch
® chemisch

e Lipofektion
e Polyfektion.

Physikalische Gentransfermethoden sind die Mikroinjektion [Capecchi 1980], die 2004 in 14%
aller klinischen Studien eingesetzt wurde [Edelstein 2004], die Bioballistik oder die
Elektroporation [Kishimoto 2002]. Ein weiteres Beispiel ist die Magnetofektion, bei der
paramagnetische Partikel als ,,Drug Carrier* fungieren. Durch Anlegen eines Magnetfeldes wird
die Transfektionseffizienz positiv beeinflusst [Scherer 2002A]. Ein groBer Nachteil ist der
Abbau der DNA im Zellinneren durch Nukleasen, was die Effektivitit des Gentransfers deutlich
reduziert.

Weitere Moglichkeiten Gene zu transferieren bieten chemische Transfektionsmethoden. Diese
zeigen, verglichen mit viralen Genvektoren, eine wesentliche niedrigere Effizienz, haben aber
auch den entscheidenden Vorteil, dass sie nicht immunogen wirken und geringe Toxizitétsraten
aufweisen sowie einfach und sicher in der Handhabung sind [Felgner 1997].

Die Lipofektion, bei der kationische Lipide genutzt werden, ist die am héufigsten verwendete
nicht-virale Gentransfermethode in der Gentherapie [Edelstein 2004].

Neben den Liposomen konnen auch Polykationen als Vektoren dienen. Beispiele fiir diese nicht
immunogenen Vektoren sind Polylysin und Polylysinderivate, Polyethylenimin (PEI),
Polyamidoamin-Dendrimere oder synthetische polykationische Peptide.

Das Prinzip beider zuletzt beschriebenen Methoden beruht auf elektrostatischen

Wechselwirkungen zwischen kationischen Ladungen der Transporter (z. B. Dendrimere,
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Nanopartikel, Polymere oder Lipide) und negativen Ladungen der DNA (Phosphatriickgrat), die
dadurch Komplexe bilden [Felgner 1997].

Finsinger et al. synthetisierten protektive anionische Copolymere (PROCOPs) P6YESC
(bestehend aus Polyethylenglycol, (PEG) 6000), die mit der Plasmid-DNA eine Einheit bilden
(siehe Abb. 4) [Finsinger 2000].

Es konnte gezeigt werden, dass diese PROCOPs die DNA vor Opsonierung und
Komplementaktivierung schiitzen [Finsinger 2000].

Zur Herstellung ,,Copolymer-protected gene vectors® (COPROGs) wurde ein Polykation/cDNA-
Komplex mit den PROCOPs inkubiert. Dabei lagern sich die protektiven Copolymere um den
PEI (Polyethylenimin)/cDNA-Komplex [Finsinger 2000, Schillinger 2008]. Die entstandenen
COPROGs (Abb. 4) schiitzen die DNA vor dem Abbau durch Nukleasen ohne dabei die
Transfektionseffizienz zu beeintrichtigen. Sie sind in der Lage mit Rezeptoren und anderen

Effektormolekiilen zu reagieren [Finsinger 2000].
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines Copolymer-protected gene vectors.

Bildung von ,,Copolymer Protected Gene Vectors” (COPROGs) aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung
zwischen positiv geladenen PEI/pDNA-Komplexen und negativ geladenem ,, Protective Copolymer* (PROCOP).
[Finsinger 2000, Kullmer 2006]
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Das spielt bei der Aufnahme in die Zellen eine wichtige Rolle. Die DNA, die durch die
kationischen Polymere iiber elektrostatische Interaktion zu kleinen Komplexen (Polyplexe)
kondensiert wurde, wird nach Bindung mit den Rezeptoren auf der Zelloberfliche iiber
Endosomen aufgenommen. Intrazellulidr rupturieren die Endosomen und die DNA wird nach
intrazellulédr freigesetzt (Abb. 5). Finsinger ef al. konnten in einem Versuch zeigen, dass die
Vektor-DNA in vivo durch PROCOPs vor Interaktionen mit dem Komplementsystem und vor

Opsonierung geschiitzt ist [Finsinger 2000].

DMA . Kondensation
von DNA ®
./ - D—> @ Bindung an den
Polykation/ @ @:. 4 j Rezeptor
==

Ligand

Zellkern

Abb. 5: Zelluldrer Mechanismus der DNA-Aufnahme.

Die DNA wird zunéchst durch kationische Lipide oder Polymere iiber elektrostatische Interaktion zu kleinen
Komplexen (Lipoplexe bzw. Polyplexe) kondensiert, die nach Bindung mit Rezeptoren auf der Zelloberfliche iiber
Endosomen aufgenommen werden. Im nédchsten Schritt werden die Lipo- bzw. Polyplexe aus den Endolysosomen
freigesetzt und diffundieren zum Zellkern, in den sie aufgenommen werden. [Fraunhofer Institut fiir Angewandte
Polymerforschung 2010 http://www.nano-lifescience.de/forschung/genvektoren.html]

26



GRUNDLAGEN und FORSCHUNGSSTAND

3.5. Die biodegradierbare Poly(D,L-Laktid)-Beschichtung

Neben der Wahl des Wachstumsfaktors und des Genvektors ist die Applikationsform der
Wirksubstanz von entscheidender Bedeutung, sowohl in der unfallchirurgischen und in der
orthopidischen Chirurgie als auch in vielen anderen Bereichen der Medizin. Vorangegangene
Studien haben zur Entwicklung verschiedenster Applikationssysteme gefiihrt. So konnen
Wachstumsfaktoren systemisch durch Injektion verabreicht werden oder lokal via Pumpsysteme
oder Kollagenschwdamme [Musgrave 1999; Welch 1998]. Die lokale Applikation von BMP-2 aus
Kollagenschwimmen wird bereits im klinischen Alltag angewandt [Haidar 2009]. Dabei handelt
es sich jedoch zum Teil um bovines Material, das potenziell das Risiko der
Krankheitsiibertragung in sich birgt [Namikawa 2006]. Durch ungenaue Positionierung des
,Carriers* kann es zu unerwiinschten Reaktionen wie z. B. ektopen Ossifikationen kommen.
Aufgrund kurzer Halbwertszeiten von Wachstumsfaktoren (Minuten bis Stunden) ist es wichtig,
dass diese auf moglichst direktem Weg und kontinuierlich freigesetzt an den Wirkort gelangen
konnen. Daher wird intensiv an neuen Applikationssystemen geforscht.

Eine derzeit interessante Stoffgruppe ist die der Polymere. Sie bieten eine Vielfalt an
Einsatzmoglichkeiten, wie z. B. bei Nahtmaterialien, Platten oder Schrauben. Dabei iibernehmen
die Polymere eine mechanische Funktion fiir einen bestimmten Zeitraum. Beim sogenannten
»tissue engineering® dienen sie als Leitstruktur fiir proliferierende Zellen bzw. neu entstehendes
Gewebe. Eine weitere Moglichkeit die Polymere einzusetzen, besteht darin, dass verschiedene
Wirksubstanzen wie beispielsweise Medikamente kontinuierlich aus einer Polymerbeschichtung
freigesetzt werden [GOpferich 1998].

Fiir den klinischen Gebrauch ist neben der Biokompatibilitat und Vertraglichkeit der Polymere
auch eine hohe mechanische Stabilitit von groer Bedeutung. Die auf Laktidsdure und
Glycolsdure basierenden biodegradierbaren Polymere scheinen diese Anforderungen zu erfiillen
[Laurencin 1994, Schmidmaier 2001B].

Polylaktidsdure (PLA) ist ein durch Homopolymerisation von Laktidsdure-Molekiilen
hergestelltes Polymer. Folgende Polymere lassen sich von der Polylaktidsdure ableiten: Poly(L-
Laktidsdure) (PLLA), Poly(D-Laktidsdure) (PDLA) und Poly(D,L-Laktidsdaure) (PDLLA). In
Abhidngigkeit von der gewiinschten Applikationsform konnen diese Homopolymere mit
verschiedenen Molekulargewichten hergestellt werden. Fiir ,,Drug Delivery Systems* sind z. B.
Polymere mit einem Molekulargewicht von 2000 bis 120000 Dalton gut geeignet [Laurencin
1994].
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Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Poly(D,L-Laktid) ist ein amorphes Homopolymer,
das durch verschiedene Mechanismen wie z. B. Hitze, Oxidation und enzymatischen Abbau,
hauptsichlich aber durch Hydrolyse zu Laktidsdure biodegradiert werden kann. Letztlich wird es
als AcetylCoA in den Zitratzyklus eingeschleust, als Kohlendioxid und Wasser ausgeschieden.
Nach der Metabolisierung konnen weder im Urin noch in Faeces toxische Metabolite des Laktids
nachgewiesen werden. In einigen Versuchen wurde von milden, lokal begrenzten
Entziindungsreaktionen berichtet, die jedoch transient waren [Kulkarni 1966, Majola 1991].
Generell besteht eine gute Vertriglichkeit gegeniiber dem PDLLA [Laurencin 1994].

In vorangegangenen Studien wurden in einem kalten Beschichtungsverfahren bioaktive
Substanzen wie z. B. TGF-B1, IGF-1 und BMP-2 in die PDLLA-Beschichtung eingearbeitet
[Schmidmaier 2001 A; Schmidmaier 2002A und 2002B].

In Voruntersuchungen zeigte sich eine hohe mechanische Stabilitdt der 10 um diinnen PDLLA-
Schicht auf Metalloberflichen [Schmidmaier 2001B]. In einer Studie wurde gezeigt, dass
Wachstumsfaktoren in stabiler Form in die Beschichtung eingearbeitet werden konnten und nach
einer Lagerungszeit der beschichteten Implantate von 14 Monaten bei -20°C kein
Aktivitdtsverlust der Wachstumsfaktoren erkennbar war [Wildemann 2004]. In
Elutionsversuchen kam es nach einem initialen Peak zu einer kontinuierlichen Freisetzung von
Wachstumsfaktoren iiber 75% innerhalb von 42 Tagen. Des Weiteren wurde die Sterilitit des
Beschichtungsverfahrens  sowie die  Adhédsion von  Mikroorganismen an  die
Beschichtungsoberfliche untersucht. Dabei zeigte sich eine reduzierte Keimbesiedlung der

beschichteten Materialien [Schmidmaier 2001B].

PDLLA beschichtete Osteosynthesematerialien, z. B. intramedulldre Négel sorgen fiir eine
kontinuierliche Freisetzung von Wirksubstanzen, die in hoher Konzentration direkt an den
Wirkort gelangen. Gleichzeitig wird die Fraktur stabilisiert und muss nicht er6ffnet werden.
Durch die Beschichtungsmoglichkeiten von verschiedenen Implantaten sind keine weiteren
Applikationssysteme (z. B. Minipumpen, Katheter oder Injektionen) vor, wihrend oder nach der
Operation notig. Das Risiko von Infektionen durch Katheter oder Injektionen und daraus
moglicherweise resultierende Folgeeingriffe wird reduziert. Unerwiinschte systemische
Nebenwirkungen sind bei gleichzeitiger Steigerung der lokalen Effekte nicht zu erwarten
[Schmidmaier 2001 A und 2001B]. Durch die Freisetzung von rekombinantem BMP-2 aus der
entwickelten biodegradierbaren Poly(D,L-Laktid)-Beschichtung kann die Frakturheilung
stimuliert werden. Dies konnte durch radiologische, biomechanische und histologische

Untersuchungen im Rattenmodell bestitigt werden [Schmidmaier 2002; Wildemann 2011].
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4. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Knochenheilung unter lokaler
Applikation eines spezifischen Wachstumsfaktors (Bone Morphogenetic Protein-2) mit Hilfe
eines neu entwickelten nicht-viralen Vektors (Copolymer Protected Gene Vector). Als Triger
diente dabei ein Poly(D,L-Laktid)-beschichtetes Implantat. Der Einfluss der lokalen Gentherapie
wurde am Frakturmodell der Ratte untersucht.

Es wurden histomorphologische und histomorphometrische Analysen sowie biomechanische
Testungen (nicht Teil der vorliegenden Arbeit) durchgefiihrt. Der Heilungsverlauf wurde
zusitzlich radiologisch kontrolliert.

Neben der Untersuchung des lokalen Effekts wurde auch die Sicherheit des gentherapeutischen

Ansatzes durch Analyse einer moglichen Transfektion anderer Organe untersucht.

4.1. Arbeitshypothese
Die lokale Applikation von BMP-2 als Plasmid mit Hilfe eines neu entwickelten nicht-viralen

Vektors aus einer biodegradierbaren Poly(D,L-Laktid)-Beschichtung von Titandrdhten stimuliert

die Frakturheilung im Rattenmodell.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen zur Weiterentwicklung biologischer Systeme dienen, die

die Frakturheilung positiv beeinflussen.
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5. Material und Methoden

5.1. Das Tiermodell

5.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 145 weibliche Sprague Dawley Ratten (ca. 6 Monate alt, 250-300 g
schwer). Diese Rasse wird speziell fiir die Forschung geziichtet (Harlan Winkelmann GmbH,
Borchen, Deutschland).

Zur Eingewohnung standen sie etwa 7 Tage in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité.
Die Haltung der Ratten erfolgte bei einem kiinstlichen 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus und
einer artgerechten Umgebungstemperatur von 22° Celsius in Typ 3 Kifigen zu je 5 Tieren. Futter
(V-Alleinfutter fiir Ratten-/Miause-Haltung, Sniff Spezialdiiten GmbH, Soest, Deutschland) und
Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung.

Die Durchfiihrung der Versuche wurde vom Landesamt fiir Gesundheitsschutz, Arbeitsschutz

und technische Sicherheit Berlin unter der Nummer G 0088/03 genehmigt.

5.1.2. Gruppeneinteilung und Versuchsplan

Die 145 Versuchstiere wurden fiir die Studie wie in Tabelle 3 gezeigt eingeteilt:

Tab. 3: Gruppeneinteilung und Versuchsplan

Gruppe Methode 2d 4d 7d 28d 42d
Kontrollgruppe Biomechanik 10 10

Histomorphometrie 10 10
PDLLA + Copolymer Biomechanik 10 10

Histomorphometrie 10 10
PDLLA + COPROG + BMP-2 | Biomechanik 10 10
(@0 ng) Histomorphometrie 10 10
PDLLA + COPROG + Luc Luciferase-Assay 5 5 5 5 5
“0pg)
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5.2. Implantat und Beschichtung

Implantat:

Titan-Kirschner-Draht (Synthes, USA)

Beschichtung:

Trigermaterial - Poly(D,L-Laktid) Resomer 203 30kD (Boehringer, Ingelheim,
Deutschland)
Vektoren - Copolymer Protected Gene Vector + BMP-2-Plasmid (40ug) (Prof. Dr. med.
C. Plank; Institut f. Experimentelle Onkologie, Klinikum rechts der Isar, Miinchen,
Deutschland)

5.3. Operatives Vorgehen, Rontgen und Blutentnahme

5.3.1. Material

Operationsbesteck:

Skalpell, Schere, Pinzette, Nadelhalter

Prolene® Hautfaden 4/0 nichtresorbierbar (Ethicon GmbH & Co. KG, Norderstedt,
Deutschland)

Kirschnerdraht aus Stahl (@ 0,8 und 1,0 mm) (Synthes, USA)

Narkose:

Forene®, Inhalationsnarkotikum [Wirkstoff: 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyl-
difluormethylether] (Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland)

Ketavet® 100 mg/ml, Injektionsnarkotikum [Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid] (Pharmacia
Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland)

Xylazin® 2%, Injektionsnarkotikum [Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid] (medistar
Arzneimittelvertrieb GmbH, Holzzwickede, Deutschland)

Blutentnahme:

Héamatokrit-Glaskapillaren, Blutbildrohrchen, Serumréhrchen

Eppendorfcaps 1,5 ml, Spritzen, Kaniilen, Pipetten

Liquemin® N 25000 LE., 5 ml [Wirkstoff: Heparin-Natrium] (Hoffmann-La Roche AG,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Rontgen:

Digitalkassetten (Fuji Photo Film Co., Ltd. Japan)
Filme (Fuji Photo Film Co., Ltd. Japan)
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Sonstiges:

- OP-Tuch, steril und unsteril, Verbandsmaterial

- Softasept N®, Desinfektionsspray [Wirkstoff: 100% Ethanol] (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

- Isotone Natriumchlorid-Losung 0,9%, 50 ml (Delta-Pharma GmbH, Pfullingen,
Deutschland)

- Kaliumchlorid 7,25%

- Pilca® Enthaarungscreme [Wirkstoff: Thioglykolsdure] (Schwarzkopf & Henkel,
Diisseldorf, Deutschland)

- Panthenol-Augensalbe [ Wirkstoff: Dexpanthenol] (Jenapharm, Bibrach/Riss, Deutschland)

5.3.2. Geriite

- Anisthesie-GME 4 Narkosegerit (Stephan GmbH Medizintechnik, Gackenbach,
Deutschland)

- Digitalthermometer (Paul Hartmann AG, Heidelberg, Deutschland)

- Elektrorasierer Favorita I1 GT 104 (Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland)

- Kilomat-Prizisionswaage Typ 2106 (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

- Mobilett Plus-Rontgengerit (Siemens AG, Miinchen, Deutschland)

-  EPPENDORF® Zentrifuge 5414 (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Koln-Berlin,
Deutschland)

5.4. Anisthesie und Operation

Die Versuchstiere wurden vor der Operation und den Kontrolluntersuchungen per inhalationem
mit einem Gasgemisch bestehend aus Sauerstoff (1,5 1/min), Lachgas (3 1/min) und Isofluran (3-
5 Vol. %) sediert.

Dazu wurden die Tiere in eine spezielle Narkosebox aus Plastik gesetzt. Die Aufrechterhaltung
der Inhalationsnarkose wihrend der Untersuchungen und des Rontgens erfolgte iiber eine Maske.
Als intraoperatives Narkoseverfahren wurde die intraperitoneale Injektionsnarkose gewihlt. Es
wurde ein Gemisch aus Ketaminhydrochlorid (60 mg/kg KG) und Xylazinhydrochlorid (4 mg/kg
KG) nach Empfehlung des Handbook of Laboratory Animal Management and Welfare von
Sarah Wolfensohn, University of Oxford in einem Verhiltnis von 1:0,75 LE. appliziert. Durch
die Intraperitonealanisthesie waren die Tiere wihrend der 20 miniitigen Operation analgosediert.
Fiir die Zwischenuntersuchungen und das Rontgen erfolgte die Sedierung durch die oben
beschriebene Inhalationsnarkose.

Unter Sedierung wurden die Ratten gewogen und dann weiter mit einer Inhalationsmaske in
Narkose gehalten. Die Korpertemperatur wurde rektal gemessen. AnschlieBend wurde vom

retrobulbiaren Venenplexus mit Hilfe von Haematokrit-Kapillaren circa 1 ml Blut enthommen
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(Methode nach Noller). Es wurden verschiedene Serumparameter untersucht (siehe Abschnitt
5.6.). Zur Unterscheidung der Tiere erfolgte eine Markierung mittels Edding am Schwanz.

Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Augen mit einer fettenden Augensalbe (Panthenol-
Augensalbe®) benetzt. Der gesamte rechte Unterschenkel wurde mit einem elektrischen Rasierer
enthaart. Zur Minimierung des Infektionsrisikos wurde die Extremitéit zusdtzlich mit einer
Enthaarungscreme (Pilca®-Enthaarungscreme) eingerieben und die restlichen Haare nach kurzer
Einwirkzeit entfernt.

Das Operationsfeld wurde mit Ethanol (100 %) desinfiziert und steril abgedeckt, sodass der
Eingriff unter aseptischen Bedingungen stattfand. Am proximalen Unterschenkel wurde an der
ventralen Seite mit dem Skalpell eine ca. 5 mm grole Hautinzision in Lingsrichtung gesetzt
(Abb. 6a). Im Anschluss wurde die Tibiamarkhohle unter Bildverstirkerkontrolle medio-anterior
mit einem Titan-Kirschner-Draht aus Stahl (¢ 0,8 mm) erdffnet (Abb. 6b). Nach Entfernung des
Drahtes wurde der rechte Hinterlauf in die speziell entwickelte Frakturmaschine eingespannt. Es
wurde eine geschlossene Fraktur von Tibia und Fibula gesetzt (Abb. 6¢). AnschlieBend wurden
die Frakturenden reponiert und die Tibia mit einem 1,0 mm starken beschichteten vs.
unbeschichteten Titan-Kirschner-Draht stabilisiert (Abb. 6d). Das distale Drahtende wurde so
dicht wie moglich an den Kondylen mit einer Kneifzange abgetrennt. Die Hautinzision wurde
mit Hautfdden in Einzelknopfnaht-Technik verschlossen. Danach wurde die Wundfliche
desinfiziert und mit Spriihpflaster (Ankerplast®) sowie einem zusitzlich radidr verlaufendem
Leukoplast®-Verband versorgt. Postoperativ wurde das operierte Bein aus einem Abstand von
60 cm, mit einer Rohrenspannung von 52 kV und einer Belichtungszeit von 1,8 mAs in zwei

Ebenen gerontgt.
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Abb. 6: Darstellung der Operationschritte. a) Hautinzision, b) Markraumeroffnung, ¢) Frakturierung und
d) Stabilisierung.

5.5. Nachsorge und Untersuchungen

Alle Tiere wurden in hygienischer Umgebung auf tiglich gewechselter Sédgespaneinstreu
gehalten. Der postoperative Verlauf wurde tiglich kontrolliert. Neben der Inspektion der lokalen
Wunde wurde auch auf Aussehen, Verhalten und Aktivitét der Tiere geachtet.

Die Ratten wurden im Verlauf untersucht. Dabei erfolgten Kontrolluntersuchungen am
Operationstag, 7, 14, 28 und 42 Tage postoperativ. Neben Blutentnahmen und der Anfertigung
von Rontgenaufnahmen (am 28. und 42. postoperativen Tag) wurden Gewicht und
Korpertemperatur  bestimmt. Fiir die Untersuchungen wurden die Tiere mit einer
Inhalationsnarkose (siehe 5.4.) sediert. Am zweiten Untersuchungstermin (14. postoperativer

Tag) wurden der Verband und die Fiden entfernt.
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5.6. Bestimmung der Serumparameter

Préaoperativ bzw. an den Untersuchungstagen wurde vom retrobulbidren Venenplexus mit Hilfe
von Haematokrit-Kapillaren circa 1 ml Blut entnommen. Dieses wurde im Zentralinstitut fiir
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité-Universititsmedizin Berlin auf folgende
Parameter hin untersucht:

Elektrolyte (Na*, K*, Ca**, CI), kleines Blutbild, Glucose, Alkalische Phosphatase (AP) und C-
reaktives Protein (CRP).

5.7. Radiologie

Erginzend zur Gewichts- und Temperaturbestimmung erfolgten zur Kontrolle der Implantatlage
sowie zur Beurteilung des Heilungsverlaufs der Fraktur radiologische Verlaufsuntersuchungen
sowohl am Operationstag als auch an Tag 28 und 42 bzw. am Tag der Totung. Fiir die
radiologischen Untersuchungen wurden die Tiere sediert. Es wurden digitale Rontgenaufnahmen
in zwei Ebenen (posterior-anterior und lateral) mit einer Belichtungszeit von 1,8 mAs und einer
Strahlenhédrte von 52 kV angefertigt. Das Rontgengerdt befand sich 60 cm iiber der
Rontgenplatte. Die Entwicklung der Rontgenbilder erfolgte in der Klinik fiir Strahlenheilkunde
der Charité-Universitdatsmedizin Berlin. Die Beurteilung der Konsolidierung der Fraktur erfolgte
am 28. und 42. postoperativen Tag. Die angefertigten Rontgenbilder wurden durch 2

unabhingige Personen mit dem 4-Cortices-Score ausgewertet:
A: komplette Uberbriickung (4 Cortices iiberbriickt)
B: inkomplette Uberbriickung (1-3 Cortices iiberbriickt)

C:  keine Uberbriickung

AnschlieBend wurden die Ergebnisse untereinander verglichen.

5.8. Totung und Knochenentnahme fiir die Histologie

Die Totung der Tiere erfolgte gemil3 der Gruppeneinteilung am 28. bzw. 42. postoperativen Tag.

Zunichst wurden die Ratten mittels Inhalationsnarkose (siehe 5.4.) sediert und untersucht.
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Anschlieend wurde den Ratten unter Narkose eine 7,25%ige Kaliumchloridlésung intrakardial
injiziert, woraufhin in kiirzester Zeit der Tod eintrat. Es erfolgte die Abschlussrontgenkontrolle
in zwei Ebenen (p.-a. und lateral).

Die Freipriparation der Unterschenkelknochen erfolgte iiber einen Zugang im Bereich des
proximalen Unterschenkels. Nach Exartikulation im Knie- und Sprunggelenk wurden Tibia und
Fibula entfernt. Unter Schonung der Periosts und des Knochengewebes wurden Muskeln, Sehnen
und Binder vorsichtig abgelost. Des Weiteren wurde die Fibula von der Tibia abgelost und
verworfen. Die bei der Operation implantierten Nidgel wurden mithilfe eines Nadelhalters
vorsichtig entfernt. AbschlieBend wurden die Kondylen als auch das distale Tibiaende mit einem
Seitenschneider entfernt. Die Pridparate wurden einzeln in nummerierten Plastikkassetten

aufbewahrt und umgehend in Fixierlosung gelagert.

5.9. Histologische Untersuchung

5.9.1. Knochenaufbereitung (Fixation, Entwdsserung, Entfettung, Infiltration, Einbettung)

Material

Plastikkassetten Tissue Tek, Mega Cassette (Satura, USA)
Fixierlosung: - 324 ml Formaldehyd 37%
- 550 ml Alkohol 100%
- 130 ml Barbital-Na-Puffer (0,1 molar, pH 7,3)
- 6 g Glukose
- Schiittler, HS 501 digital (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland)
- 70%, 80%, 96%, 100%iger Ethanol
- Xylol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
- Polymethylmethacrylat Technovit® 9100 NEU (Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG Kulzer,
Wehrheim, Deutschland)
- Einbettformen aus Teflon mit Deckel (Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG Kulzer,
Wehrheim, Deutschland)

Durchfiihrung

Der erste Schritt der Knochenaufarbeitung war die Fixierung. Dabei wurden komplexe intra- und
supravitale Stoffwechselprozesse unterbrochen und postmortale Zerfallserscheinungen
verhindert. Unmittelbar nach der Explantation wurden die in der Plastikkassette platzierten
Knochen 3 Tage bei Raumtemperatur in einer formaldehydhaltigen Fixierlosung aufbewahrt.
Wihrend des Fixiervorganges befanden sich vier dieser Kassetten in verschlieBbaren Gléasern auf

einem Schiittler.
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Nach Ende der Fixationsdauer wurden die Prdparate etwa 10 min. unter flieBendem
Leitungswasser gespiilt, um letzte Formaldehydreste zu entfernen. AnschlieBend erfolgte die
Entwisserung gemidl dem Schema in Tabelle 4. Um Schrumpfungen und Zerreilen der

Préparate zu vermeiden, erfolgte die Entwiésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe.

Tab. 4: Aufsteigende Alkoholreihe zur Entwisserung der Priparate.

Alkoholreihe Zeitdauer
(Ethanol)
70% 3 Tage
80% 3 Tage
96% 3 Tage
96% 3 Tage
100% 3 Tage
100% 3 Tage
100% 7 Tage

Im Anschluss an die Entwisserungsreihe erfolgte die eintidgige Entfettung der Priparate in Xylol
bei Raumtemperatur. Das Xylol diente dabei als Intermedium zwischen dem Prozess der
Entwiésserung und der Infiltration.

Technovit® 9100 NEU ist ein Polymerisationsgemisch auf der Basis von Methylmethacrylat und
ist speziell zur Einbettung von mineralisierten Geweben geeignet. Préinfiltrations-, Infiltrations-
sowie Stammlosung A und B wurden gemil3 dem nachfolgenden Schema hergestellt (Tab. 5).
Die Losungen lassen sich fiir etwa eine Woche bei einer Temperatur von 4°C lagern, wobei die
Basislosung sowie die Stammlosungen A und B in verschlieBbaren Braunglasflaschen

aufbewahrt werden sollten.
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Tab. 5: Verabreitungsschema des Polymerisationssystems Technovit® 9100 NEU.

Basislosung | PMMA-Pulver Hirter 1 Hirter2 Regler
Material-Nr. 1 2 3 4 5
Préinfiltration 200 ml lg
190 g
Infiltration ad 250 ml 20¢g lg
2375¢
Stammldsung A ad 500 ml 80 ¢g 3g
475 ¢
Stammldsung B ad 50 ml 4 ml 2 ml
475¢ 43¢ 1,7¢
Polymerisations- 9 Volumenanteile Stammlosung A
Gemisch +
1 Volumenanteil Stammlésung B

Zunachst wurde die Basislosung mittels einer Al,Os;-Chromatographiesdule entstabilisiert. Der
Entfettung schloss sich eine zweitdgige Préinfiltration und eine fiinftigige Infiltration der
Préparate in Technovit® 9100 NEU an.

Fiir das Polymerisationsgemisch wurden die Stammlosungen A und B gemidl dem Schema
hergestellt und unmittelbar vor Gebrauch im Verhiltnis 9:1 gemischt. Die Einbettformen, die die
nummerierten Priparate beinhalteten, wurden randvoll gefiillt, mit einem Deckel fest
verschlossen und fiir etwa 24 Stunden in einer Styroporbox auf FEis gelagert. Nach der
Auspolymerisierung des Kunststoffes wurden die Proben aus den Teflonformen entnommen.

AnschlieBend wurden die Priparate geschnitten.

5.9.2. Herstellung der histologischen Schnitte
Material

- Handschleifgerit Phoenix 3000 (Jean Wirtz, Bestellung iiber Metec, Laborgerite Vertriebs
GmbH, Diisseldorf, Deutschland)

- Mikrotom SM 25008 (Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland)

- Schneidemesser, Hartmetall, Schliff 16 cm (Leica Instruments GmbH, Nussloch,
Deutschland)

- Presse (Eigenentwurf), kleine Wasserwaage (BMI Messzeuge, Hersbruck, Deutschland)

- Wirmeschrank — Function line (Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products,
Hanau, Deutschland)

- Objekttrager von Superfrost, 76 x 26 mm (Gerhard Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH
& Co. KG, Braunschweig, Deutschland)
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- Schleifscheiben Discs (WS-Flex 18-C SK, Hermes, Bestellung iiber dia-plus®, Walter
Messner GmbH, Oststeinbek/Hamburg, Deutschland)

- Schneidfliissigkeit (Fa. WIV, Schwetzingen, Deutschland)

- Streckfliissigkeit: 30 ml Butoxyethyl-Acetat + 70 ml Alkohol 70%

- Kisol-Folie: 0,025 x 95 x 95 mm, farblos (Medim, Histotechnologie GmbH, Giel3en,
Deutschland)

- Filterpapier (58 x 58 cm); Pinsel fein; Pinzette fein

Durchfiihrung

Zur Anfertigung der histologischen Schnittpridparate in der Sagittalebene mit einer Dicke von 5
um wurde ein Mikrotom verwendet. Zum Schneiden wurden Messer und Priparat eingespannt
und gegeneinander bewegt. Der Block wurde so eingespannt, dass er waagerecht zum Messer
lag. Das Messer wurde mit einem Freiwinkel von 5 - 6° eingestellt. Das Mikrotom wurde in eine
Position gebracht, dass zwischen Messer und Block ein kleines Lichtfenster bestehen blieb. Der
Hubvorschub wurde auf 60 pm eingestellt. Wihrend des Schneidevorgangs wurde sowohl der
Block als auch das Messer permanent mit Schneidfliissigkeit benetzt. Nachdem die gewiinschte
Ebene erreicht worden ist, wurden 5 um dicke Schnitte mit Hilfe einer feinen Pinzette vorsichtig
vom Messer abgenommen und auf vorbereitete, mit 70%igem Alkohol benetzte Objekttriger,
gelegt. Die Schnittpriparate wurden mit einer Streckfliissigkeit iiberschichtet und mit feinen
Pinseln auseinander gezogen, so dass keine Falten zu sehen waren. Uber das jeweilige gestreckte
Préaparat wurde eine Kisolfolie gelegt und der iiberschiissige Alkohol mit Filterpapier abgesaugt.
Um eine vollstindige Haftung der Schnitte am Objekttriger zu gewihrleisten, wurden die

Schnitte bei 37°C fiir 2 Tage gepresst.

5.9.3. Firben der histologischen Schnitte
Material

- (2-Methoxyethyl)-acetat (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland)

- 100%iger Alkohol (Dr. K. Hollborn & Sohne, Leipzig, Deutschland)

- [96% - 80% - 70% - 40%iger Alkohol werden mit Aqua dest. entsprechend verdiinnt]
- Aquadest. (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

- 1%ige Essigsdure (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

- Lichtgriin (Chroma-Gesellschaft, Schmid GmbH & Co., Kdngen, Deutschland)

- 1%ige Safranin O, Certistain® (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

- Pikrinsédure (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

- 3%ige wissrige Silbernitratlosung (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

- Natriumkarbonat-Formaldehydlésung mind. 37% (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)
- 5% Natriumthiosulfat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Xylol (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

- Vitro Clud (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
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Als histologische Fiarbung bezeichnet man den Vorgang der Schnittfirbung, bei der ein in
Losung angebotener Farbstoff an definierte Gewebestrukturen bindet. Neben Schnittdicke
beeinflussen auch die Fiarbetemperatur und die Farbstoffkonzentration den Ablauf der Fiarbungen
sowie die Firbezeit.

Die histologischen Schnitte dieser Arbeit wurden mit Safranin O / Lichtgriin und nach von Kossa

angefirbt.

Safranin O / Lichtgriin:

Die Safranin O / Lichtgriin-Féarbung eignet sich zur Darstellung von Knorpelgewebe. Dabei firbt
sich das Knorpelgewebe rot und Knochen sowie Bindegewebe griin an (Abb. 7). Nach
Entfernung der Kisolfolie von den Objekttrigern erfolgte ein 3 x 30 miniitiges Entplasten in (2-
Methoxyethyl)-acetat [MEA]. Danach wurden die Schnitte in 100 - 96 - 80 - 70 - 40%igem
Alkohol und Aqua dest. rehydriert. Dieser Vorgang war in beiden hier aufgefiihrten
Farbemethoden gleich und nachfolgend nicht erneut beschrieben. Nach 8 - 10 miniitigem Férben
in Safranin O, gefolgt von einem kurzen Spiilen in Aqua dest., verblieben die Pridparate 10
Minuten in einem Pikrinsdurebad. AnschlieBend wurden sie mit Aqua dest. und 1%iger
Essigsdure gespiilt. Die Farbung in Lichtgriin dauerte 8 - 10 Minuten. Kurze Spiilvorgéinge in

1%iger Essigsdure, 100%igem Alkohol und 10 Minuten in Xylol schlossen sich an.

\ . :‘_ 1000 pm
Abb. 7: Histologische Farbung Safranin O/Lichtgriin.

Knorpelgewebe stellt sich rot dar, Knochen und Bindegewebe
sind griin angefirbt.

40



MATERIAL und METHODEN

Versilberung nach von Kossa:

Die Versilberung nach von Kossa dient der Darstellung von mineralisiertem Knorpel- und
Knochengewebe sowie den Mineralisationsfronten (Abb. 8). Das Entplasten der Schnitte glich
dem der oben beschriebenen Safranin O/Lichtgriin-Fiarbung. Darauf folgte das Farben fiir 5
Minuten in 3%iger wissriger Silbernitratlosung, 3 maliges Spiilen in Aqua dest. und eine
zweiminiitige Reduktion in Natrium-Formaldehydlosung. Nach 10 Minuten Wissern mit
Leitungswasser verblieben die Schnitte fiir 5 Minuten in 5%igem Natriumthiosulfat und
anschlieBend weitere 10 Minuten im Leitungswasser. Nach 5 Minuten in 5%igem
Natriumthiosulfat folgte ein weiteres 10 miniitiges Wéssern in Leitungswasser. Nach kurzem
Spiilen in Aqua dest. wurden die Schnitte 70 - 80 - 96 — 100%igem Alkohol entwissert und 10
Minuten in Xylol gebadet. Jeder Fiarbeablauf endete mit dem Eindecken in Vitro Clud.

1000 pm |

Abb. 8: Histologische Farbung nach von Kossa.

Mineralisierter Knochen und Mineralisationsfronten sind schwarz
angefirbt, Knorpel und andere Gewebe stellen sich braun dar.

5.9.4. Digitalisierung und Auswertung mittels Bildanalyse
Material

Mikroskop: Leica DM R (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland)
Objektiv: Vergrolerung 1,6 fach

Kamera: AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

Bildanalysesystem Zeiss KS 400 (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, Deutschland)
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Durchfiihrung

Das Bildanalyse-System besteht aus einem Lichtmikroskop mit Kamera und Anschluss an ein
Datenverarbeitungsprogramm. Mit Hilfe eines speziell entwickelten Makros fiir das
Bildanalyseprogramm KS400 wurden die gefirbten Schnitte histomorphometrisch ausgewertet.
Dabei wurde die gewebetypische Farbung (z. B. schwarz fiir Knochen in der von Kossa-
Farbung) erkannt und die Gesamtfliche des Gewebes berechnet. Der distale und der proximale

Anteil des Frakturspaltes wurden auf folgende Parameter untersucht:

e Tibiadurchmesser (Baseline)

e Gesamtkallus, Kortikalis, periostaler und endostaler Kallus: Fliche, Knochen und das

Verhiltnis Knochen/Fliache

Fiir die knorpeligen Anteile erfolgte die Bestimmung der folgenden Parameter mit Hilfe der

Safranin O / Lichtgriin-Farbung:

e Gesamtkallus, periostaler und endostaler Kallus: Fliache, Knorpel und das Verhiltnis

Knorpel/Fliche

Fiir die Auswertung wurden aus diesen Parametern folgende Werte in Anlehnung an Parfitt

(1987) ermittelt:

¢ Baseline in mm

e Mineralisierter Knochenanteil der Kortikalis (Mineralized Area/ Cortec Area in %)
¢ Ausdehnung des periostalen Kallus (Periosteal Callus Area/ Baseline in mm)

® Mineralisierte Anteile periostal (Mineralized Area/ Periosteal Callus Area in %)

e Knorpelige Anteile (Cartilage Area/ Total Callus Area in %)

Im Folgenden werden an der Versilberung nach von Kossa die einzelnen Arbeitsschritte an der
Bildanalyse dargestellt.
Vor jedem Messvorgang wurde mit einem speziellen Objekttrager kalibriert, um die Messwerte

vergleichen und in Beziehung setzen zu konnen. (Objektiv: 1,6 fach und Zoomfaktor: 0,5)
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Die histomorphometrischen Parameter wurden in zwei Schritten proximal und distal des
Frakturspaltes innerhalb einer ,,Region of Interest (ROI) gemessen. Die Ausdehnung der ROI
nach proximal und distal definierte sich als die 1,5 fache Lange der sog. ,,Baseline* und umfasste
in der Breite den gesamten Kallusausschnitt.

Nach Positionierung des Objekttrigers unter dem Mikroskop erschien ein Ausschnitt des
Préparates auf dem Bildschirm (Abb. 9). Als néchstes wurden die Fldchen des periostalen
Kallus, der Kortikalis und des endostalen Kallus gemessen. Zu diesem Zweck wurde zunichst
der periostale Kallus mit Hilfe einer ,,Image-Edit-Tool-Box‘ (Polygon, Linienstirke 2, blau)
markiert (Abb. 10).

Analog wurden die Flidchen fiir die Kortikalis und endostalen Kallus markiert.

Im Anschluss wurde die Baseline markiert. Diese definiert sich von der Auflenseite der ventralen
Kortikalis zur AuBenseite der dorsalen Kortikalis (blaue Linie) (Abb. 11). Zur Bestimmung des
mineralisierten Kallusanteils wurden anhand der Versilberung nach von Kossa die knochernen
Anteile markiert und die mineralisierten Anteile in den einzelnen Kallusbereichen durch das
Bildanalysesystem innerhalb der ROI berechnet.

Nach Ausmessen des proximalen Tibiaanteils wurde der distale in gleicher Weise bearbeitet.

Um die Knorpelfliche zu bestimmen, wurden in der Safranin O/Lichtgriin-Fiarbung die
knorpeligen Anteile (rot angefdrbt) markiert und die Knorpelanteile in den einzelnen
Kallusbereichen ebenfalls durch das Bildanalysesystem innerhalb der ROI berechnet (Abb. 12).
Zu einer genauen Beurteilung der Strukturen und Gewebe konnten die Bilder in einem gréeren
Zoomfaktor betrachtet werden. AuBlerdem wurde parallel zur Auswertung am Monitor das

Priéparat unter dem Mikroskop beurteilt.
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5.10. Weitere Methoden des Projektes (Ergebnisse nicht Teil der Promotionsarbeit)

5.10.1. Biomechanische Testung

Die biomechanische Testung wurde mit Hilfe einer Torsionstestmaschine fiir Kleintierknochen
durchgefiihrt. Es wurden das maximale torsionale Drehmoment und die maximale torsionale
Steifigkeit sowohl der frakturierten Tibia als auch der unfrakturierten Tibia der kontralateralen

Seite nach 28 bzw. 42 Tagen nach Operation ermittelt.

5.10.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der
Vervielfiltigung von DNA in vitro. Dazu verwendet man ein Enzym, die DNA-Polymerase. Sie

beruht auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten:

1. Denaturierung
2. Hybridisierung
3. Elongation

Diese Methode diente als Sicherheitsnachweis an Tag 2, 4, 7, 28 sowie 42 und wurde an
Knochen (frakturierte Tibia), Muskel (Mm. tibiales), Herz, Lunge, Leber, Milz, Nieren, Ovarien
sowie Gehirn durchgefiihrt. Die Organe wurden auf eine mogliche Transfektion hin untersucht.
Luciferase, ein Enzym des Gliihwiirmchens, wurde dabei als Detektor fiir das entstandene
Genprodukt eingesetzt. Dazu wurde unter Verwendung eines ,,RNeasy* Kit® (Qiagen, Hilden,
Deutschland) RNA aus den genannten Geweben isoliert und mittels rt-PCR in cDNA
umgeschrieben. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurden photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260 bzw. 280 nm bestimmt. In der anschlieBenden nichtquantitativen PCR
wurden Bereiche der Luciferase-Transkripte mit spezifischen Primern (f 5” ctg aat aca aat cac
aga atc gtc g 3"; r 57 aaa tcc ctg gta atc cgt ttt aga 3°) amplifizert.

Es wurden die Transfektionsfihigkeit der COPROGs sowie die lokale Exprimierung der Gene
untersucht.

Glyceraldhyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ein Housekeeping Gen mit ubiquitirem
Vorkommen, wurde als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Amplifikation der mRNA eingesetzt. Die
PCR-Produkte wurden elektrophoretisch auf 1,5%igem Agarosegel (SERVA, Heidelberg,
Deutschland) mittels Ethidiumbromid (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) nachgewiesen.

46



MATERIAL und METHODEN

5.11. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der SPSS-Software (SPSS release 14.0, SPSS, Inc.,
Chicago, Illinois). Signifikanzen wurden, nach Riicksprache mit dem Institut fiir Medizinische
Biometrie der Charité, mit dem Kruskal-Wallis-Test, dem Mann-Whitney-U-Test und der
Bonferroni-Adjustierung ermittelt.

Das Signifikanzniveau aller Tests betrigt 5% (p=0,05). Die Werte wurden als Mittelwert +

Standardabweichung dargestellt. Die radiologischen Scores spiegeln Haufigkeiten wider.
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6. Ergebnisse

6.1. Versuchstoleranz der Tiere, klinischer Verlauf

Die Tiere tolerierten die Operation iiberwiegend gut und belasteten die frakturierte Extremitét
innerhalb der ersten beiden Tage nach der Operation voll. Bei einem Tier zeigte sich ein triibes
Auge, was auf die Blutentnahme zuriickzufiihren war. Eine Auswirkung auf die weitere
Untersuchung gab es dabei nicht. In sieben Fillen kam es zu Oberbauchabszessen. Alle Tiere
stammten aus der gleichen Gruppe (COPROGs+BMP-2 Standzeit: 28d). Moglicherweise war
eine Kontamination des Narkotikums ein Grund fiir diese Erscheinung. Diese Tiere konnten
weiter ausgewertet werden. In zwei Féllen zeigten sich Infektionen im Bereich des operierten
Beines. Zwei weitere Infekte waren mit Implantatlockerung vergesellschaftet und in zwei
anderen Fillen kam es zur Implantatwanderung ohne Infektionszeichen. Einen Einfluss auf die
weitere Auswertung in diesen sechs Féllen ergab sich dadurch allerdings nicht.

Insgesamt neun Versuchstiere mussten aus der Auswertung genommen werden. Darunter waren
sechs Tiere, die wihrend der Anisthesie verstarben. Ein Tier wurde wihrend des
Untersuchungszeitraums tot im Kéfig aufgefunden. Eine Ursache war nicht erkennbar. Bei einer
Ratte kam es im Heilungsprozess zu einer 180°-Fehlstellung der frakturierten Extremitiit. Eine
weitere Auswertung war dadurch nicht moglich. Wahrend der Aufarbeitung kam es bei einem
Knochen zum Préparatebruch.

Aus dem urspriinglich geplanten Versuchsautbau mit 145 Tieren konnten somit insgesamt 136
Tiere in die Auswertung genommen werden, davon 111 Tiere in die biomechanische (54 Tiere)
bzw. histologische (57 Tiere) Auswertung sowie 25 Tiere in die Analyse mittels PCR.

Im peripher-venosen Blut wurden zu den Untersuchungszeitpunkten die folgenden Parameter
bestimmt: Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid, kleines Blutbild, Glucose, alkalische Phosphatase
(AP) und C-reaktives Protein (CRP). Die Analysen des Blutes zeigten wihrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Des Weiteren
konnte laborchemisch im Verlauf keine systemische Infektion oder Reaktion nachgewiesen
werden.

Im Verlauf wurde in allen Gruppen eine geringe Gewichtszunahme verzeichnet. Die Messungen
der Korperkerntemperatur wiesen keine erheblichen Schwankungen auf. Die Temperatur lag

ohne gro3e Abweichung bei ca. 37° C.
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6.2. Radiologische Ergebnisse

Die radiologischen Kontrollen wurden am Tag der Operation sowie an den Tagen 14, 28 und 42
postoperativ durchgefiihrt. Es wurden posterior-anteriore und laterale Rontgenaufnahmen
angefertigt.

Die Verlaufsuntersuchungen zeigten bei der Mehrzahl der Tiere korrekt und vergleichbar
platzierte Implantate. Lockerungszeichen wie z. B. Dislokationen der Implantate konnten in 4
Féllen nachgewiesen werden. Dabei kam es im Heilungsverlauf zu einer geringgradigen
Fehlstellung der Extremitdt. Es wurde keine ektope Knochenbildung im Bereich der
abgebildeten Korperabschnitte beobachtet.

Der Heilungsverlauf der Kontrollgruppe (Abb. 13) stellt beispielhaft die physiologische
Frakturheilung dar. In den Verlaufsaufnahmen zeigte sich in allen 3 Gruppen eine hohere Rate

der Konsolidierung nach 42 Tagen als nach 28 Tagen.

Tag der OP. Tag 28 post op. Tag 42 post op.

Abb. 13: Rontgenbild (Seitenaufnahme) der rechten Tibia (Kontrollgruppe) postoperativ, 28 und 42 Tage
nach Fraktur. Ein Beispiel fiir einen physiologischen Heilungsverlauf. Ektope Knochenformationen sind
nicht nachweisbar.

Anhand der Rontgenbilder zeigten sich in allen 3 Gruppen @hnliche Heilungsverldufe. In allen 3
Gruppen fand sich zum groBten Teil eine teilweise bis vollstindige Konsolidierung nach 42
Tagen (Abb. 14). Ein schnellerer Heilungsprozess in Gruppe II (Copolymer) bzw. III
(COPROGs+BMP-2) konnte nicht nachgewiesen werden.
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Kontrolle.

Copolymer.

COPROGs+BMP-2.

Abb. 14: Rontgenbilder der 3 Gruppen nach 42 Tagen. Es zeigt sich eine anniihernd gleiche Konsolidierung
der Fraktur in allen 3 Gruppen. Ektope Knochenformationen sind nicht nachweisbar.

Die Konsolidierung der Fraktur wurde am 28. und 42. Tag postoperativ von 3 unabhingigen

Beobachtern an Rontgenbildern der biomechanisch und histologisch ausgewerteten Tiere

bewertet. Mit Hilfe folgender Scoreparameter wurden die Aufnahmen beurteilt (Tab. 6 und 7):

Tab. 6: Rontgen-Score 28d post op.

Kontrolle Copolymer COPROGs+BMP-2
komplette Uberbriickung 6 1 8
inkomplette Uberbriickung 10 17 10
keine Uberbriickung 2 1 1
Gesamtanzahl n 18 19 19
Tab. 7: Rontgen-Score 42d post op.
Kontrolle Copolymer COPROGs+BMP-2
komplette Uberbriickung 11 14 12
inkomplette Uberbriickung 6 4 6
keine Uberbriickung 2 0
Gesamtanzahl n 19 18 18

Dabei zeigte sich in der Gruppe I (Kontrolle) nach 28 Tagen eine komplette Uberbriickung aller
Cortices in 6 von 18 Fillen (33,3%). In Gruppe II (Copolymer) und III (COPROGs+BMP-2)
kam es in 1 bzw. 8 von 19 Fillen (5,3% bzw. 42,1%) zur kompletten Uberbriickung des

Frakturspaltes. Eine inkomplette Konsolidierung fand sich bei 10 Tibiae der Gruppe I nach 28
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Tagen. Bei 17 Tibiae in der Gruppe II war eine inkomplette Konsolidierung erkennbar. In der
Gruppe III lieB sich an 10 Tibiae nach 28 Tagen eine inkomplette Uberbriickung des
Frakturspaltes nachweisen.

Zum Zeitpunkt 42 Tage nach Fraktur fand sich in der Gruppe I in 17 von 19 Fillen eine teilweise
(n=6) oder vollstindige Uberbriickung (n=11; 57,9%) des Frakturspaltes. In der Gruppe II waren
18 von 18 Tibiae zum gleichen Zeitpunkt inkomplett (n=4) oder komplett (n=14; 77,8%)
tiberbriickt. In 18 von 18 Fillen der Gruppe III wiesen eine unvollstindig (n=6) oder vollstindige
(n=12; 66,7%) Konsolidierung zum gleichen Zeitpunkt auf. Zwischen beiden
Untersuchungszeitpunkten zeigte sich in der Gruppe II die stirkste Zunahme der Konsolidierung.
Demnach war nach 28 Tagen eine Tibia komplett konsolidiert, wihrend es an Tag 42 14 der 18
Tibiae in Gruppe II waren. Im Heilungsverlauf zeigten die radiologischen Untersuchungen eine
fortgeschrittenere Konsolidierung nach 42 Tagen im Vergleich zum Tag 28 nach Fraktur. Die
radiologischen Ergebnisse zeigen einen unkomplizierten Heilungsverlauf in allen 3 Gruppen. Die
Gruppe I als auch die Gruppe III scheinen einen initial schnelleren Heilungsbeginn zu haben im
Vergleich zur Gruppe II. Es deutet sich allerdings kein Vorteil einer Gruppe beziiglich des
Beobachtungstages 42 nach Fraktur an. In keiner der Gruppen zeigten sich Anzeichen fiir ektope

Knochenformationen.

6.3. Histologie

6.3.1. Histomorphologische Ergebnisse

Vor der histologischen Aufarbeitung wurde der Titannagel vorsichtig aus dem Markkanal
entfernt. Dabei ist es zu Artefakten der dem Nagel unmittelbar anliegenden Strukturen
gekommen. Mikroskopisch lie sich sowohl nach 28 als auch 42 Tagen ein nur gering
ausgebildeter, endostaler Kallus nachweisen. Markraum und endostaler Kallus wurden daher
histomorphologisch nicht weiter beurteilt.

In den Ubersichtsaufnahmen zeigte sich, dass alle Gruppen sowohl an Tag 28 als auch an Tag 42
nach Fraktur im Heilungsprozess waren. Die Knochenheilung erfolgte in allen
Untersuchungsgruppen in erster Linie iiber die Bildung von periostalem Kallus. Dieser war
iiberwiegend gleichmiBig spindelartig geformt und wies in allen drei Gruppen Anteile von
Knochen, Knorpel und Bindegewebe auf. Der periostale Kallus fiihrte in jeder Gruppe zu einer
Uberbriickung des Frakturspaltes und somit zu einer Verbindung der Frakturenden. In Hohe des

Frakturspaltes fanden sich nach 28 Tagen im periostalen Kallus Knorpel- als auch Bindegewebe,
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wobei das Knorpelgewebe eher periostal und das Bindegewebe vor allem im Frakturspalt
sichtbar war (Abb. 15). Angrenzend an die knorpeligen Anteile waren groBflichig
Geflechtknochentrabekel als neu ausgebildeter Knochen erkennbar. Eine teilweise knocherne
Uberbriickung dieses Bereiches fand sich nach 42 Tagen in allen drei Gruppen (Abb. 16). In
keiner der Gruppen zeigte sich eine komplette knocherne Uberbriickung des Frakturspaltes
sowohl 28 als auch 42 Tage postoperativ. Die Versuchstiere aller drei Gruppen zeigten
histologisch ein Stadium der sekundiren Frakturheilung mit enchondraler Ossifikation (Abb.
17). An beiden Untersuchungszeitpunkten (28 und 42 Tage post op) fanden sich weder Nekrosen
noch sonstige pathologische Veridnderungen.

Am Tag 28 nach Fraktur zeigte sich in der Kontrollgruppe weniger Knorpelgewebe im Vergleich
zu den anderen Gruppen. Im periostalen Kallusgewebe lie3 sich in der Copolymer- als auch
COPROGs+BMP-2-Gruppe deutlich Knorpelgewebe erkennen.

Am Tag 42 nach Fraktur stellte sich der periostale Kallus aller Gruppen stidrker ossifiziert dar im

Vergleich zu Tag 28 nach Fraktur.

In den folgenden Abbildungen (Abb. 15 und 16) sind exemplarisch histologische Schnitte der
untersuchten Tibiae 28 bzw. 42 Tage nach Setzung der Fraktur dargestellt. Die histologischen
Schnitte wurden mit Safranin O/Lichtgriin und mit der Versilberung nach v. Kossa geférbt. In
der Versilberung erscheint mineralisierter Knochen schwarz, Mineralisationsfronten schwarz
granuliert und Knorpel und andere Gewebe braun. In der Safranin O/Lichtgriin-Farbung wird

Knorpel intensiv rot, Knochen und Bindegewebe griin angefirbt.
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Safranin O/Lichtgriin-Firbung von Kossa-Fiarbung

1000 pm | ; 1000 pm |

| 1000 pm

. 1000 pm

COPROGs+BMP-2. COPROGs+BMP-2.

Abb. 15: Histologische Schnitte (sagittal) der Tibiae 28 Tage nach der Fraktur. Firbung der Priparate mit
Safranin O/Lichtgriin und Versilberung v. Kossa. Fibriose und knorpelige Anteile stellen sich in der Safranin
O/Lichtgriin-Fiarbung rot, mineralisierte Anteile griin dar. In der Versilberung v. Kossa sind Knochen und
Mineralisationsfronten schwarz gefirbt, Knorpel und andere Gewebe firben sich braun. Es zeigt sich
deutlich Knorpel in den Gruppen II (Copolymer) und III (COPROGs+BMP-2), wobei der grofite
Knorpelanteil in Gruppe II (Copolymer) sichtbar ist.
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Safranin O/Lichtgriin-Firbung von Kossa-Fiarbung

1000 pm 1000 pm

1000 pm

=

COPROGs+BMP-2. COPROGs+BMP-2.
Abb. 16: Histologische Schnitte (sagittal) der Tibiae 42 Tage nach der Fraktur. Es zeigt sich im Vergleich zu

den in Abb. 15 dargestellten Tibiae eine stirkere Mineralisation in allen 3 Gruppen. Knorpelanteile sind in
allen Gruppen sichtbar.
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Betrachtete man sich die Detailaufnahmen der COPROGs+BMP-2-Gruppe 28 Tage nach OP
(Abb. 17), so lieBen sich kriftige Knochentrabekel von Geflechtknochen erkennen (griin). Diese
waren in ihrer Struktur weniger geordnet als der Lamellenknochen der Kortikalis. Daneben
fanden sich Osteoblasten (griin gefarbte Zellen), die von nicht mineralisierter Grundsubstanz,
dem sog. Osteoid umgegeben waren. Es lieBen sich aulerdem in der Safranin O/Lichtgriin-

Féarbung im Knorpelgewebe (rot gefirbt) reichlich Chondrozyten nachweisen.

Farbung ,,Safranin O/Lichtgriin*

Abb. 17: Beispielhafte Detailaufnahmen von Geweben im Bereich des periostalen Kallus in Safranin
O/Lichtgriin und Versilberung von Kossa 28 Tage nach Fraktur in der COPROGs+BMP-2-Gruppe.
Knorpelgewebe stellt sich rot bzw. braun dar, mineralisiertes Gewebe bzw. Knochen werden griin sowie
schwarz in der jeweiligen Farbemethode angefiarbt. KO: Kortikalis, KN: Knorpel, GKN: Geflechtknochen
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6.3.2. Histomorphometrische Ergebnisse

Fiir die Histomorphometrie wurde die Kallusregion der Tibia mit dem Bildanalyseprogramm

KS400 ausgewertet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

Tibiadurchmesser (Baseline)

Der Tibiadurchmesser (Baseline) der unterschiedlichen Untersuchungsgruppen zeigte am Tag 42
nach Fraktur einen signifikanten Unterschied (p=0,006) zwischen der Kontrollgruppe und der
COPROGSs+BMP-2-Gruppe. Dabei war die Baseline der COPROGs+BMP-2-Gruppe geringer
als die der Kontrollgruppe. Der Parameter diente als BezugsgroBe fiir die histomorphometrische

Auswertung (Tab. 8).

Tab. 8: Histomorphometrische Ergebnisse der Baseline (Tibiadurchmesser).

28d 42d
Baseline Kontrolle Copolymer | COPROGs+ Kontrolle Copolymer | COPROGs
(mm) BMP-2 +BMP-2
2,6+0,3 2,8+0,2 2,840,3 2,8+0,3 2,7+0,2 2,7+0,1*

*p=0,006; signifikant zur Kontrollgruppe bei gleichem Untersuchungszeitpunkt

Mineralisierter Knochenanteil der Kortikalis

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung

beziiglich des mineralisierten Anteils der Kortikalis dargestellt (Tab. 9).

Tab. 9: Histomorphometrische Ergebnisse der Kortikalis.

28d 42d
Mineralisierter Kontrolle Copolymer | COPROGs+ Kontrolle Copolymer | COPROGSs
Knochenanteil der BMP-2 +BMP-2
Kortikalis (%) 97,9+1,3 97,4£1,0 95,4+1,5" 97,2+0,9 97,240,9 97,1£1,2

*p=0,003; signifikant zur Kontrollgruppe bei gleichem Untersuchungszeitpunkt

Am Tag 28 nach Fraktur zeigte sich ein signifikant geringerer mineralisierter Knochenanteil im
Bereich der Kortikalis in der COPROGs+BMP-2 behandelten Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (95,4+1,5% vs. 97,9+1,3%, p= 0,003). Zwischen 28 und 42 Tagen nach Fraktur

kam es zu einem Zuwachs des mineralisierten Knochenanteils kortikal in der COPROGs+BMP-
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2-Gruppe, wihrend dieser Anteil in den beiden anderen Versuchsgruppen tendenziell abnahm.
Es zeigten sich allerdings keine Signifikanzen zwischen den Gruppen.
Am 42. Tag nach Fraktursetzung wiesen alle 3 Gruppen einen dhnlichen mineralisierten Anteil

im Bereich der Kortikalis auf.

Ausdehnung des periostalen Kallus (Periosteal Callus Area/ Baseline in mm)

Am Tag 28 war die periostale Kallusausdehnung in der COPROGs+BMP-2-Gruppe am grofB3ten,
wihrend die Kontrollgruppe die geringste Kallusausdehnung aufzeigte (Tab. 10). Eine Zunahme
der Ausdehnung fand sich am Tag 42 in der Copolymer und COPROGs+BMP-2 behandelten
Gruppe. Die Ausdehnung des periostalen Kallus in der Kontrollgruppe blieb zwischen beiden
Zeitpunkten annidhernd gleich. Es fanden sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen.

Tab. 10: Histomorphometrische Ergebnisse der Ausdehnung des periostalen Kallus.

28d 42d
Ausdehnung des Kontrolle Copolymer | COPROGs+ Kontrolle Copolymer | COPROGSs
periostalen Kallus BMP-2 +BMP-2
(mm) 5,0+0,9 5,2+0,9 5,5+1,9 5,0+1,3 6,4+1,8 6,8+2,4

Mineralisierte Anteile periostal (Mineralized Area/ Periosteal Callus Area in %)

Die Ergebnisse der mineralisierten Anteile periostal sind fiir beide Untersuchungszeitpunkte in

der nachfolgenden Tabelle (Tab. 11) dargestellt:

Tab. 11: Histomorphometrische Ergebnisse der mineralisierten Anteile periostal.

28d 42d
Mineralisierte Kontrolle Copolymer | COPROGs+ Kontrolle Copolymer | COPROGSs
Anteile periostal BMP-2 +BMP-2
(%) 77,9+6,4 71,4+6,4 64,0+11,2° 79,449,3 73,949,3 71,0£11,6

*p=0,006; signifikant zur Kontrollgruppe bei gleichem Untersuchungszeitpunkt

Zum Zeitpunkt 28 Tage nach Fraktur zeigte sich in der COPROGs+BMP-2 behandelten Gruppe
ein signifikant geringerer mineralisierter Anteil periostal im Vergleich zur Kontrollgruppe
(64,0+£11,2% vs. 77,946,4%; p=0,006). Die mineralisierten Anteile nahmen am Tag 42 in allen 3

Gruppen im Vergleich zum Tag 28 zu. Hochster mineralisierter Anteil periostal fand sich in der
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Kontrollgruppe (79,4+9,3%). Die grote Zunahme des mineralisierten Anteils zwischen beiden
Zeitpunkten zeigte sich in der COPROGs+BMP-2 behandelten Gruppe (von 64,0+11,2% auf
71,0£11,6%). Es zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen am

42. Tag.

Knorpelige Anteile (Cartilage Area/ Total Callus Area in %)

In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung beziiglich der

knorpeligen Anteile dargestellt.

Tab. 12: Histomorphometrische Ergebnisse der knorpeligen Anteile.

28d 42d
Knorpelige Kontrolle Copolymer | COPROGs+ Kontrolle Copolymer | COPROGSs
Anteile periostal BMP-2 +BMP-2
(%) 5,3+4,2 9,6+5,2 5,1£3,6 6,0+4,5 6,3+3,3 5,3+4,6

Es wurden in allen 3 Gruppen an beiden Zeitpunkten knorpelige Anteile periostal nachgewiesen.
Der grofite prozentuale Knorpelanteil nach 28 Tagen fand sich in der COPROGs-Gruppe mit
9,6+5,2%. Die Kontrollgruppe als auch die COPROGs+BMP-2-Gruppe wiesen idhnliche
prozentuale Anteile des Knorpelgewebes auf (5,3+4,2% und 5,1+£3,6%).

Eine Abnahme des periostalen Knorpelanteils an Tag 42 nach Fraktur lie} sich im Vergleich
zum Tag 28 in der Copolymer behandelten Versuchsgruppe erkennen (9,6+5,2% vs. 6,3+3,3%).
In der Kontroll- als auch der COPROGs+BMP-2 behandelten Gruppen nahm der prozentuale
Anteil des Knorpels zwischen beiden Zeitpunkten gering zu. Es fanden sich an beiden

Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

6.4. Biomechanische Ergebnisse (Ergebnisse nicht Teil dieser Promotionsarbeit)

Nach der Totung wurden die intramedulldren Implantate vorsichtig aus den Tibiae entfernt und
die Knochen fiir die biomechanische Testung vorbereitet. Die Marknigel konnten leicht gezogen
werden ohne Unterschied zwischen den Gruppen. Die Daten der mechanischen Testung wurden
direkt mit der kontralateralen nicht-frakturierten Tibia des gleichen Tieres verglichen. Im

Vergleich zur unbeschichteten Kontrollgruppe zeigte die COPROGs+BMP-2-beschichtete
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Gruppe am 42. postoperativen Tag ein signifikant (p=0,008, Vergleich mit der Kontrollgruppe)
erhohtes maximales Drehmoment (Abb. 18). In der Steifigkeit konnte an keinem der beiden
Untersuchungszeitpunkte eine Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe (unbeschichtet) und der

BMP-2-beschichteten Gruppe nachgewiesen werden.

Maximales Drehmoment nach 42 Tagen

250

200

150 mKontrollgruppe

mCopolymer

100 O0COPROGs+BMP-2

% zur kontralateralen Seite

50

Gruppen

Abb. 18: Maximales Drehmoment der 3 Gruppen nach 42 Tagen. *(p=0,008)

6.5. Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Ergebnisse nicht Teil dieser

Promotionsarbeit)

Die PCR diente als Sicherheitsnachweis und wurde an Knochen (frakturierte Tibia), Muskel
(Mm. tibiales), Herz, Lunge, Leber, Milz, Nieren, Ovarien sowie Gehirn durchgefiihrt. Es wurde
die Transfektionsfdahigkeit der COPROGs an Tag 2, 4, 7, 28 und 42 untersucht. Als Detektor
wurde Luciferase, ein Enzym des Gliihwiirmchens, eingesetzt. Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) diente als sog. Housekeeping-Gen. Das Enzym kommt ubiquitér in
Zellen vor.

In der Analyse wurde die Transfektionsfihigkeit der COPROGs bestitigt. Es fand eine
Genexpression im Bereich der frakturierten Tibia statt. In den restlichen untersuchten

Gewebeproben wurde keine Expression des Luciferase-Gens festgestellt.
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7. Diskussion

Storungen in der Frakturheilung sind mit den heute zur Verfiigung stehenden etablierten
Verfahren nicht immer ausreichend zu therapieren. Der Einsatz von Wachstumsfaktoren wie die
BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) stellt hierbei einen moglichen Lésungsansatz dar.

Das BMP-2 (INFUSE® Bone Graft, Medtronic Sofamor Danek, Memphis, U.S.A. und
InductOs®, Wyeth, Miinster, Deutschland) gilt als eine der potentesten heilungsstimulierenden
Substanzen und ist fiir den klinischen Einsatz eingeschrédnkt zugelassen. Es ist ein rekombinant
humanes Protein, das iiber Trigermaterialien appliziert wird. Die Nachteile eines Proteins sind
die kurze Halbwertszeit, eine kostenintensive Herstellung und mogliche immunologische
Antworten. Eine mogliche Alternative ist die Gentherapie. Der genetische Code der meisten
Wachstumsfaktoren ist bekannt, so dass mit der lokalen Applikation der Plasmide im Zielgewebe
eine Expression des gewiinschten Proteins (z. B. BMP-2) erreicht werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden in einem gentherapeutischen Ansatz BMP-2-Plasmide mit Hilfe
eines nicht-viralen Vektors lokal in das Zielgewebe Knochen appliziert, was dazu fiihren sollte, dass
das gewiinschte Protein vor Ort exprimiert wird, um die Zelldifferenzierung bzw. das Zellwachstum
zu stimulieren. Dabei ist das BMP-2-Plasmid in einem neu entwickelten nicht-viralen Vektor
(COPROG - Copolymer Protected Gene Vector) inkorporiert, welcher in eine PDLLA-
Beschichtung eingearbeitet ist.

Zu zwei Heilungszeitpunkten wurden im Bereich der Fraktur histomorphologische Untersuchungen
durchgefiihrt und verschiedene Parameter histomorphometrisch ausgewertet. In biomechanischen
Untersuchungen wurden die torsionale Steifigkeit sowie das maximale Drehmoment bestimmt.* In
einer weiteren Untersuchung wurde die Transfektionsfdahigkeit der COPROGs sowie die lokale
Expression der Gene untersucht.* (* Diese Untersuchungen sind nicht Gegenstand der vorliegenden
Arbeit und die Ergebnisse wurden nur zusammenfassend aufgefiihrt.)

Im Rahmen eines Vorversuches wurden die Transfektionsfiahigkeit des non-viralen Vektors
sowie die Transkription von BMP-2 in vitro an primiren Rattenosteoblasten bewiesen [Schwabe
2012]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch in vivo kein stimulierender Effekt von

COPROGs+BMP-2 auf die Frakturheilung nachgewiesen werden.
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7.1. Diskussion der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Studien

Die radiologische Auswertung mithilfe eines Rontgenscores zeigte keinen Vorteil der BMP-2-
Gruppe gegeniiber der anderen beiden Vergleichsgruppen nach 28 bzw. 42 Tagen. Es gab keinen
Hinweis auf einen initial schnelleren Heilungsbeginn der mit COPROGs+BMP-2 behandelten
Frakturen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die histologische Untersuchung zeigte ebenfalls keinen signifikanten Vorteil der
COPROGs+BMP-2 behandelten Gruppe. Demnach kam es bei den COPROGs+BMP-2
behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner fortgeschritteneren bzw.
beschleunigten Knochenheilung. Histomorphologisch konnte in allen Gruppen ein dhnlicher
Kallusaufbau nachgewiesen werden. Ein heilungsverzogernder Effekt auf die Frakturheilung
durch die Applikation von COPROGs+BMP-2 zeigte sich nicht.

Die eingangs aufgestellte Hypothese, dass der non-virale Vektor mit integriertem BMP-2-
Plasmid die Frakturheilung stimuliert, konnte in vivo nicht bestitigt werden. Urséchlich fiir den
im Versuch signifikant niedrigen Tibiadurchmesser (Baseline) am Tag 42 nach Fraktur in der
COPROGs+BMP-2-Gruppe ist vermutlich die biologische Varianz der Tiere.

Gegensitzlich zu den radiologischen als auch histologischen Ergebnissen zeigte sich in der
biomechanischen Untersuchung ein signifikant erhohtes maximales Drehmoment fiir die
COPROGs+BMP-2-beschichtete Gruppe am 42. postoperativen Tag. In der Steifigkeit konnte an
keinem der beiden Untersuchungszeitpunkte eine Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe und
der BMP-2-beschichteten Gruppe nachgewiesen werden.

In der PCR-Analyse wurde eine Genexpression im Bereich der frakturierten Tibia nachgewiesen.
Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass es zu keiner systemischen Transfektion kam. Das
verwandte Vektorsystem konnte damit in seiner Funktion bestétigt werden.

Gegensitzlich zu den Ergebnissen des vorliegenden Versuchs wurde der stimulierende Effekt
von BMP-2 bereits mehrfach in préklinischen und auch klinischen Studien belegt [Einhorn 2003,
Govender 2002, Seeherman 2004]. In mehr als 3000 Veroffentlichungen wurden
Untersuchungen zu BMPs in Zell- und Tierversuchen durchgefiihrt [Simpson 2006]. Als einer
der ersten in vivo-Versuche mit non-viralem, gentherapeutischem Ansatz bleibt die
Vergleichbarkeit mit anderen Studien jedoch eingeschrinkt. Unterschiede im Versuchsdesign (z.
B. verschiedene Therapieschemata, Dosierungen und Trigermaterialien) erschweren zusitzlich

einen direkten Vergleich von Studien [Gautschi 2009].
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In Zellversuchen wurde sowohl die Stimulation von Osteoblasten als auch von Osteoklasten
durch BMP-2 nachgewiesen [Cheng 2003, Itoh 2001]. Der stimulierende Effekt von
rekombinantem BMP-2 auf humane mesenchymale Stammzellen in der Differenzierung zu
Osteoblasten wurde in in vitro-Versuchen im frithen Differenzierungsstadium durch Erhohung
der Expression von alkalischer Phosphatase nachgewiesen [Kim 2008]. Wildemann et al
konnten in einem in vitro-Versuch zeigen, dass BMP-2 auch auf Osteoklasten wirkt und deren
Resorptionsaktivitdt signifikant erhohen kann [Wildemann 2005A]. Auch in vorherigen
Untersuchungen konnte dieser steigernde Effekt auf die Osteoklastenaktivitit nachgewiesen
werden [Kaneko 2000].

Neben der Aktivierung von Osteoblasten und Osteoklasten vermag BMP-2 Apoptose zu
induzieren. Gautschi et al. zeigten in einem in-vitro Versuch mit immortalisierten, humanen
fetalen Osteoblasten, dass unter anderem die Applikation von rekombinantem BMP-2
dosisabhingig die Zellproliferationsrate senkt und die Apoptoserate erhoht [Gautschi 2009].
Apoptose ist ein physiologischer Regulator, der im Fall der Frakturheilung das Gleichgewicht
zwischen Knochenneubildung und unerwiinschtem Wachstum hélt. BMP-2 spielt somit in
diesem Regelkreis eine bedeutende Rolle.

Fasst man die beschriebenen Eigenschaften von BMP-2 zusammen, so kann gemutmal3t werden,
dass eine Gabe von BMP-2 bei der Frakturheilung undifferenzierte mesenchymale Stammzellen
rekrutiert, die Differenzierung von Osteoblasten herbeifiihrt, Apoptose in Osteoblasten induziert
aber auch Osteoklasten aktiviert.

In der vorliegenden Studie kam es durch den Einsatz von BMP-2 zu keiner verbesserten Heilung.
Moglicherweise kam es zu einer unzureichenden Stimulation und Rekrutierung von
mesenchymalen Stammzellen, so dass eine zu geringe Osteoblastendifferenzierung stattfand. Als
ursidchlich konnte eine nicht ausreichende Dosierung des BMP-2-Plasmids diskutiert werden, die

dazu fiihrte, dass notwendige zelluldre Prozesse nicht suffizient angeregt wurden.

In einer in vivo-Studie untersuchten Schmidmaier et al. unter einem dhnlichen Versuchsaufbau
wie in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von thBMP-2 auf die Frakturheilung. Es zeigte sich
radiologisch, biomechanisch als auch histomorphometrisch ein Vorteil der rhBMP-2-behandelten
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe [Schmidmaier 2002A]. Das dem BMP-2 bereits
mehrfach zugeschriebene hohe osteoinduktive Potenzial wurde durch diese Studie bestétigt.

In klinischen Studien konnten ebenfalls Vorteile fiir die Nutzung von rhBMP-2 gezeigt werden.
Govender et al. verglichen 3 Therapieoptionen fiir die offene Tibiafraktur an insgesamt 450

Patienten. Im Follow up nach 12 Monaten zeigte sich ein deutlicher Vorteil in der Behandlung
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mittels interner Nagelfixation und Einsatz von rhBMP-2 mit einer Dosis von 12 mg. Es kam zu
einer signifikant schnelleren Fraktur- und Wundheilung und weniger Infektionen im Vergleich
zur Kontrollgruppe [Govender 2002].

Swiontkowski et al. fiihrten ebenfalls eine prospektive, randomisierte klinische Studie an
Patienten mit offener Tibiafraktur durch. Dabei wurden bei der internen Nagelfixation der
»otandard of care” gegen rhBMP-2/ACS (absorbierbarer Kollagenschwamm) verglichen. Es
konnte auch in dieser Studie gezeigt werden, dass der Einsatz von thBMP-2 zur signifikanten
Reduktion von Knochentransplantationen und Zweiteingriffen fiihrt [Swiontkowski 2006].
Gegensitzlich zu dem beschriebenen stimulierenden Potenzial von BMP-2 finden sich in der
Literatur Arbeiten, in denen eine BMP-2-Gabe keinen Vorteil brachte. In einer Untersuchung
von Lyon et al. konnte kein signifikanter Vorteil der BMP-2-behandelten Gruppen gegeniiber
der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Patienten wurden in 4 Gruppen eingeteilt. Es
wurde die Applikation von rhBMP-2/Calcium-Phosphat-Matrix (CPM) gegen den ,,Standard of
care verglichen. Es zeigte sich weder in der medianen Zeit bis zur kompletten radiologischen
Konsolidierung noch in der Zeit bis zur Normalfunktion ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen. Als mogliche Ursache wurde die hohe Dispersion von hBMP-2/CPM in der Néhe
der Fraktur und die dadurch lokal niedrige Konzentration diskutiert, die es nicht ermoglichte,
eine geniigend hohe Anzahl an mesenchymalen Stammzellen zu rekrutieren [Lyon 2013].

Eine mogliche Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte die Applikation sein. So
benutzte Schmidmaier et al. PDLLA als Triagermaterial fiir hBMP-2, Govender et al. als auch
Swiontkowski et al. legten Kollagenschwamme mit thBMP-2 direkt tiber die Fraktur. Beide
Verfahren scheinen eine optimale Freisetzung von rhBMP-2 herbeizufiihren, so dass es zu einem
stimulierenden Effekt des Wachstumsfaktors und somit zu einer schnelleren Frakturheilung nach
Applikation von thBMP-2 kam. Dagegen wurde in der Studie von Lyon et al. rhBMP-2/CPM
perkutan injiziert, was keinen signifikanten Vorteil fiir die Wachstumsfaktor-Gruppe brachte.
Als mogliche Ursache wurde die hohe Dispersion von thBMP-2/CPM um die Fraktur herum
diskutiert, so dass ein schneller Abfall der Bioverfiigbarkeit resultierte. Folglich kam es zu einer
niedrigen Wirkstoffkonzentration, um mesenchymale Stammzellen fiir die Frakturheilung zu
rekrutieren. Vermutet wurde auflerdem, dass minimale Verianderungen in der Carrierherstellung

moglicherweise schon zu unterschiedlichen Ergebnissen fithren konnen [Lyon 2013].
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Abgesehen von den biologischen Mechanismen spielt die Dosis von BMP-2 ebenfalls eine
wichtige Rolle.

In einer Studie von Angle et al. wurde ein kiinstlich erzeugter Knochendefekt im Femur der
Ratte mit einem absorbierbaren Kollagenschwamm und rhBMP-2 versorgt. Es wurden 4
verschiedene Konzentrationen von rhBMP-2 gegen eine Kontrollgruppe untersucht. Dabei zeigte
sich, dass jede rhBMP-2 behandelte Gruppe neue Knochenformationen aufwies, die sich jedoch
in der Knochendichte unterschieden. In den radiologischen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die optimale Dosis des hBMP-2 bei 12 pug lag und es jenseits dieser Dosis zu einer
geringeren Stimulation der Knochenneubildung kam. Vermutet wurde, dass eine hohere Dosis
von thBMP-2 initial die Resorption von Geflechtknochen durch eine hdohere
Osteoklastenaktivitét stimuliert und dadurch die Knochenbildung supprimiert [Angle 2012].
Fang et al. testeten in einem Osteotomie-Modell verschiedene Konzentrationen fiir BMP-4 und
PTHI1-34 (Aminosiduren 1-34 des Parathormons)-kodierende Plasmid-DNA am Rattenfemur
unter Verwendung von Kollagenschwidmmen als Carriersystem. Die Dosis der Plasmid-DNA
betrug dabei 0,5-1,0 mg. Nach 4 Wochen lieen sich erste Knochenformationen nachweisen
[Fang 1996]. Allerdings lagen die DNA-Dosierungen 10-25fach hoher als in der vorliegenden
Studie.

In einer weiteren Studie von Bonadio et al. wurde eine dosisabhingige Knochenneubildung
untersucht und beschrieben. Als genaktivierte Matrix wurde in einen Knochendefekt ein
Schwamm mit unterschiedlicher DNA-Dosis (1-100 mg) hPTH 1-34 codierende DNA
eingesetzt. Nach 12 Wochen konnte gezeigt werden, dass bei einer Dosis von 100 mg eine
stetige Knochenneubildung stattfand. Nach 6 Wochen waren bis zu 75% der Defekte mit neuem
Knochen gefiillt. Bei einer Dosis von 40 mg DNA waren nach 4 Wochen 25% des Defektareals
mit Knochen gefiillt. Eine weitere Knochenneubildung in den folgenden Wochen konnte jedoch
kaum nachgewiesen werden. Bei Dosen von 1-20 mg DNA konnte keine Knochenneubildung
nachgewiesen werden [Bonadio 1999].

Eine zu niedrige Konzentration kdnnte daher auch der Grund sein, warum es im vorliegenden
Versuch keinen klaren Vorteil fiir den Einsatz der COPROGs+BMP-2-beschichteten Implantate
gab. Mit einer Konzentration von 40 pug pro Implantat war die Menge der DNA unter Umsténden
zu gering fiir die ausreichende Bildung von BMP-2, um eine schnellere Frakturheilung
herbeizufiihren. Generell wire es daher wichtig, die in vitro gewonnenen optimalen Dosen auch
in vivo im Rahmen einer Dosisfindungsstudie zu iiberpriifen.

Gegensitzlich zu der Annahme, dass die im Versuch gewéhlte Dosis zu gering war, untersuchten

Reckhenrich et al, ob ein BMP-2-COPROG-aktiviertes, PDLLA-beschichtetes Poly-
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Caprolacton-Geriist die Differenzierung relevanter Zellen herbeifithren kann und dadurch die
Knochenheilung beschleunigt sowie die Integritit der biodegradierbaren Materialien unterstiitzt.
Die optimale Dosis fiir die Proteinbildung in diesem in vitro-Versuch lag bei 30 ug DNA. Bei
Dosierungen von 45 bzw. 60 ug DNA kam es dagegen zu keiner Steigerung der Proteinsynthese.
Die metabolische Aktivitit der Zellen lie3 mit einer Dosis von 45 bzw. 60 ug pDNA signifikant
nach im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie der Gruppe mit 15 bzw. 30 ug pDNA [Reckhenrich
2012]. Dieser Vergleich ist allerdings nur bedingt sinnvoll, da es sich bei Reckhenrich et al. um
einen in vitro-Versuch handelte.

Generell sind Vergleiche zu Dosierungen nur eingeschriankt moglich, da es sich in den
verschiedenen Studien einerseits um rekombinant hergestellte Proteine handelt, die mittels
unterschiedlicher Trigermaterialien appliziert werden, andererseits bei gentherapeutischem
Ansatz verschiedene Vektorsysteme zum Einsatz kommen. Des Weiteren sind in vitro und in
vivo Studien nicht direkt miteinander vergleichbar. So wurde gezeigt, dass die Freisetzung von
rhBMP-2 in vivo schneller ablaufen kann als in vitro [King 2012]. Dabei werden die
Freisetzungskinetiken sowohl durch die Implantatumgebung mit ihren verschiedenen Zelltypen
und sezernierten Enzymen als auch durch den individuellen Gewebeaufbau beeinflusst. Diese
komplexen Wechselbeziehungen konnen in vitro nur eingeschrankt dargestellt werden.

Die gewonnenen Erkenntnisse deuten somit daraufhin, dass Art, Dosis und Freisetzungskinetik
von Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle fiir den Therapieerfolg spielen.
Hochstwahrscheinlich miissen all diese Eigenschaften fiir jedes Tiermodell und jeden klinischen

Fall angepasst und optimiert werden [Luginbuehl 2004].

7.2. COPROGs

Beim Einsatz von rekombinant hergestellten Proteinen zur Stimulation der Frakturheilung fiihrt
ein initialer Peak der Freisetzung sowie ein schneller Abbau der Proteine zu deren
eingeschrankter, therapeutischer Nutzung in vivo. Wihrend die Halbwertszeit der Proteine
Minuten bis Stunden betrigt, benotigt die Frakturheilung als Prozess Wochen bis Monate
[Baltzer 1999]. Um eine langsame, kontinuierliche Freisetzung von BMP zu erreichen, wurden
Uberlegungen angestellt, wie man die Applikation verbessern konnte.

Eine mogliche Alternative zur Nutzung rekombinanter Proteine stellt die Gentherapie dar. Die
Gene konnen lokal den am Heilungsprozess beteiligten Zellen zugefiihrt werden, so dass diese

die Gene aufnehmen und kontinuierlich das gewiinschte Protein (z. B. BMP-2) bilden.
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In der Gentherapie genutzte Vektoren konnen in virale und non-virale Vektoren eingeteilt
werden. Die am meisten genutzten viralen Vektoren sind die Adenoviren. Sie kdnnen in groflen
Mengen hergestellt werden und transfizieren sowohl sich teilende als auch nicht-teilende Zellen
[Kofron 2006]. GroBter Nachteil ist jedoch das hohe immunogene Potenzial der Viren in der
ersten Generation. Neuere Generationen der Adenoviren sind dagegen weniger immunogen
[Pelinkovic 2001]. Um die Nebenerscheinungen zu umgehen, wurden daher nicht-virale
Vektoren entwickelt, bei denen es z. B. zu einer geringeren Entziindungsreaktion als beim
Einsatz viraler Vektoren kommt [Fischer 2011].

In der vorliegenden Arbeit wurden sog. COPROGs (Copolymer-protected gene vectors) in der
Frakturheilung getestet. Es konnte gezeigt werden, dass die non-virale Applikation eines BMP-2-
Plasmids aus COPROGs sowohl in vitro als auch in vivo zu einer Transfektion des Plasmids
fiihrte [Schwabe 2012]. Es zeigte sich eine Gentransfektion aus dem Trigermaterial in die
Zielzellen als auch die Genexpression im Zielgewebe. Damit kann die Eingangsthese gestiitzt
werden, dass COPROGs in der Lage sind Zellen zu transfizieren und eine Genexpression
hervorzurufen.

Allerdings ist die Transfektionseffizienz nicht-viraler Vektorsysteme geringer als die viraler
Vektorsysteme. Franceschi et al. fanden heraus, dass die zelluldre Aufnahmeleistung aus nicht-
viralen Vektoren lediglich 10” von dem viraler Vektoren entspricht [Franceschi 2000]. Schwabe
et al. zeigten, dass es einen initialen Peak in den ersten 7 Tagen in der Transkription des
eingebrachten Gens zu geben scheint, dass allerdings an Tag 28 und 42 nur noch sehr geringe
Mengen des Gens transkribiert werden [Schwabe 2012]. Um eine ldngerfristig hbhere Menge an
BMP-2 im Zielgewebe zu erreichen, wire es daher denkbar die Konzentration von COPROGs
im Triagermaterial zu erhohen.

Scherer et al. zeigten in einem Versuch Vorteile einer PEI/DNA-PROCOP (protective
copolymer)-Verbindung gegeniiber anderen nicht-viralen Vektoren und nackter DNA.
Untersucht wurde die Freisetzung aus dem Vektor, das Zellwachstum und die Expression der
Reportergene in vitro und in vivo. Nackte DNA-beladenes Kollagen verlor 77% der DNA-Dosis
in einem initialen Peak in vitro. Beziiglich des Zellwachstums zeigte sich kein Unterschied
zwischen den Gruppen. Die Expression des Reportergens in vitro war fiir nackte DNA nicht
ldnger als 7 Tage nachweisbar, wihrend die anderen Gruppen eine Langzeitexpression bis zu 56
Tage hatten. Das hochste Expressionslevel fand sich in der PEI-DNA/PROCOP-Verbindung. In
vivo zeigte sich keine Luciferase-Expression mit nackter DNA. Die hochsten Expressionslevel
der Reportergene fiir mindestens 7 Tage ergaben sich in der PEI-DNA/PROCOP-Gruppe
[Scherer 2002B].
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Im vorliegenden Versuch wurde ebenfalls die oben beschriebene PEI-DNA/PROCOP-
Verbindung angewandt [Finsinger 2000]. Der fehlende, eindeutige Effekt auf die Frakturheilung
durch die Anwendung des Copolymer-geschiitzten BMP-2-Plasmids konnte auch damit
zusammenhéngen, dass BMP-2 erst aus der Plasmid-DNA {iber die Schritte der Proteinsynthese
hergestellt werden muss. Dabei muss die Plasmid-DNA in ausreichender Menge den Zellkern
erreichen, BMP-2 in mRNA transkribiert werden und weiter in das funktionsfihige Protein
translatiert werden. Hierbei sind verschiedene Regulationsmechanismen auf Zellebene
vorhanden, die die Herstellung und Wirkung von BMP-2 im Zielgewebe einschrinken konnten.
Zum einen ist dies der direkte Abbau der Plasmid-DNA durch Nukleasen, zum anderen kann die
Transkription des BMP-2-Gens reprimiert sein bzw. die mRNA des Gens einem schnelleren
Abbauzyklus unterliegen [Baek 2008]. AuBerdem sind verschiedene Kontrollen in der
Translation sowie im Proteinabbau bekannt, welche die Menge des zur Verfiigung stehenden
Proteins und damit letztendlich die Wirkung beeinflussen.

Eine weitere Ursache fiir die Ergebnisse dieser Studie konnte ein im Herstellungsprozess
entstandenes inhomogenes PDLLA/COPROGs-Gemisch sein. So wurden die Plasmide eventuell
nicht gleichméBig auf die Implantate verteilt. Die Beschichtung erfolgte {iber eine Nagellinge
von ca. 3,5 cm, so dass nur ein Teil der Plasmide in unmittelbarer Frakturnédhe freigesetzt wurde.
Moglicherweise kann die inkorporierte BMP-2-DNA am distalen und proximalen Ende des
Implantats aufgrund der Entfernung nicht auf die in Frakturspaltndhe befindlichen Zellen wirken
und somit die Knochenheilung stimulieren. Des Weiteren wurden die Nigel bei der Implantation
gekiirzt, so dass gut 1/3 der Plasmide als auch der Beschichtung verloren gingen und fiir den
Heilungsprozess nicht mehr zur Verfiigung standen.

Trotz dieser nicht geklarten Fragen zeigt der Versuch, dass der neu entwickelte Vektor den
Sicherheitsaspekt fiir eine lokale Applikation erfiillt - ein systemischer Nachweis der
Genprodukte fand nicht statt. Die Daten sprechen fiir ein sicheres Vektor-System in dieser

Studie, was ebenso bedeutend erscheint, wie der Wirkeffekt des Systems selbst.

7.3.  Die Poly[D,L-Laktid]-Beschichtung

Grundsitzlich werden verschiedene Anforderungen an lokale Applikationssysteme gestellt. Sie
sollen zum einen die Wirkung der Wachstumsfaktoren optimal gewihrleisten, zum anderen
deren biologische Aktivitiat fiir optimale Effekte ausreichend sicherstellen. Sie miissen

resorbierbar sein und durch Knochen ersetzt werden konnen [Einhorn 1995]. Ein weiterer
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wichtiger Aspekt ist die kontinuierliche und kontrollierte Freisetzung der Wirksubstanz, da sich
bei vorzeitiger Resorption die Wirkung nicht ausreichend entfalten konnte. Experimentell
wurden verschiedene Wege untersucht BMP-2 zu applizieren.

Eine Moglichkeit bietet die lokale Injektion. So konnte gezeigt werden, dass eine einzige, lokale,
perkutane Injektion von thBMP-2 eine beschleunigte Frakturheilung in einem Frakturmodell der
Ratte hervorrufen konnte [Einhorn 2003]. Allerdings wird mit einer Injektion ein Minitrauma
erzeugt, das den Heilungsprozess storen und eine Eintrittspforte fiir Keime darstellen kann.
AuBerdem konnten Residuen von Tragermaterialien mit integrierten Wachstumsfaktoren zu
heterotopen Knochenformationen im Bereich der Injektionsstelle fithren. Andere Moglichkeiten
Wachstumsfaktoren zu applizieren bieten die sog. ,,Carriersysteme*. Praktisch fiir den klinischen
Einsatz ist ein biodegradierbares, poroses Tridgermaterial, aus dem eine kontrollierte Freisetzung
der Wirksubstanzen stattfindet [Hollinger 1997].

Eines dieser Trigermaterialien ist der Fibrinkleber. Dieser wird seit mehr als 30 Jahren in der
Klinik angewendet und zeigt keine limitierenden bzw. negativen Eigenschaften bei der
Implantateinheilung [Faensen 2011]. Allerdings zeigten Faensen et al. in ihrem Versuch, dass es
zu einer systemischen Expression des Reportergens Luciferase in 15 von 72 Organproben kam.
Vermutet wurde, dass durch den erhohten intramedulliren Druck Fibrinkleber zusammen mit dem
Reportergen aus dem Markkanal gepresst wurde, sodass sich das Reportergen dann durch
Eindringen in lokale Blutgefifle systemisch verteilen konnte [Faensen 2011]. Diese Ergebnisse
konnten zu einer Limitierung von Fibrinkleber als Triagermaterial fiir intramedulldre Krafttrager

fiithren.

Ein weiteres organisches Carriersystem ist das Kollagen. Kollagene koénnen in Form von
Schwimmen, Streifen, Membranen oder Gelen eingesetzt werden [Kirker-Head 2000].
Allerdings sind Kollagenschwidmme zum Teil aus bovinem Material und koénnen eine
Antikorperbildung induzieren [Burkus 2011] oder allergische Reaktionen hervorrufen. Dariiber
hinaus wurde fiir Kollagenschwdmme eine schnelle und nicht kontinuierliche Freisetzung
eingearbeiteter Substanzen beschrieben [Sgrensen 1990].

Im vorliegenden Versuch wurden Kirschner-Titandrihte mit einer PDLLA-Beschichtung
verwendet. In PDLLA eingearbeitete Wirksubstanzen unterliegen, nach einem initialen Peak
innerhalb der ersten 48 Stunden, einer kontinuierlichen Freisetzung iiber sechs Wochen
[Schmidmaier 2001B]. Neben einer kontrollierten Freisetzung spielt auch die mechanische
Stabilitit des Tragermaterials eine wichtige Rolle. In vitro- und in vivo-Versuche zeigten, dass es

durch mechanischen Abrieb nur zu einem geringen Verlust von etwa fiinf Prozent des
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Beschichtungsmaterial kam [Schmidmaier 2001B]. Eine weitere, wichtige Anforderung an das
Tragermaterial ist die Biokompatibilitdt, um Immunreaktionen, Toxizitdit und andere
Nebenwirkungen zu reduzieren. In der vorliegenden Studie gab es weder klinisch noch
radiologisch, histologisch oder biomechanisch Anzeichen fiir negative Wirkungen der PDLLA-
Beschichtung. Auch in anderen Studien unter Einsatz von PDLLA traten zu keiner Zeit
Anzeichen fiir Fremdkorperreaktionen oder andere Nebenwirkungen auf [Back 2012, Pauly
2012, Schmidmaier 2002A, Wildemann 2005B]. Durch Hydrolyse kommt es zum vollstindigen
Abbau von PDLLA, so dass keine toxischen Metabolite entstehen. In Voruntersuchungen konnte
gezeigt werden, dass bereits die alleinige Beschichtung des Osteosynthesematerials mit PDLLA
die Frakturheilung positiv beeinflusst. Eine vollstindige Erkldrung fiir diesen Effekt gibt es
derzeit noch nicht. Man vermutet allerdings, dass das saure Milieu, das bei der Hydrolyse des
Laktids entsteht, einen stimulierenden Effekt auf die Wachstumsfaktoren und
Stoffwechselvorginge im Kallus ausiibt [Raschke 2002; Schmidmaier 2001 A u. B].

In dieser Arbeit konnte beziiglich histomorphometrischer und radiologischer Auswertungen kein
signifikanter Vorteil der mit PDLLA-beschichteten Gruppen im Vergleich zur unbeschichteten
Kontrollgruppe beobachtet werden. Allerdings kam es im Beobachtungszeitraum in der
PDLLA-+Copolymer-behandelten Gruppe zum groften Zuwachs kompletter Konsolidierung (1
zu 14 Tiere; siehe Kap. 6.2.). Moglicherweise kam in dieser Gruppe der stimulierende Effekt des
sauren Milieus beim Abbau von PDLLA zum Tragen, wie bereits oben beschrieben bei Raschke
et al. und Schmidmaier et al. vermutet wurde.

Die Poly(D,L-Laktid)-Beschichtung wird zurzeit klinisch erprobt und kommt beispielsweise in
Verbindung mit Gentamicin als eingearbeitetes Antibiotikum als Beschichtung fiir
intramedullédre Tibiandgel bei offenen Unterschenkel-Frakturen zur Vorbeugung von Infektionen
zum Einsatz [Lucke 2003, Fuchs 2011]. Weitere klinische Anwendungsbeobachtungen erfolgen
gegenwirtig in einer internationalen Studie [http://www.uni-heidelberg.de/presse/ruca/2012-

1/050rtho.html].

7.4. Das Tiermodell

Als Versuchstiere wurden in der vorliegenden Arbeit adulte, weibliche Sprague Dawley Ratten
verwendet. Ratten dienten bereits in einer Vielzahl von experimentellen Untersuchungen zur

Frakturheilung als Versuchstiere [Einhorn 2003, Schmidmaier 2001 A u. 2002A]. Die Wahl einer
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oft eingesetzten Tierspezies ermoglicht die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit denen anderer
Arbeitsgruppen.

Eine wichtige Rolle zur Vergleichbarkeit spielt neben der geeigneten Versuchstierart ein
standardisiertes Verfahren zum Setzen einer Fraktur. Dafiir wurde in der vorliegenden Arbeit das
von Schmidmaier et al. entwickelte Frakturmodell verwendet [Schmidmaier 2004]. Somit sind
Vergleiche mit anderen Studien der Arbeitsgruppe und mit Arbeitsgruppen, die die gleiche
Methodik verwenden, moglich, was von grofler Bedeutung fiir die Interpretation von
Ergebnissen aus verschiedenen Versuchen ist.

Allerdings muss hervorgehoben werden, dass Tiermodelle meist schwierig iibertragbar sind, da
sie nicht der realen in vivo-Situation im Patienten entsprechen. Beispielsweise zeigten
Diefenderfer et al. wesentliche Unterschiede in der Regulation des BMP-Signalwegs und im
Regulationsmechanismus der alkalischen Phosphatase bei humanen Knochenmarkszellen und
vermuten einen Unterschied zwischen humanen und murinen Zellen [Diefenderfer 2003]. Des
Weiteren kann ein Tiermodell keine Begleiterkrankungen, vorherigen Operationen,
vorausgegangenen Weichteilschiden sowie die dadurch eingeschrinkte Belastung der zu
untersuchenden Extremitit nachahmen. Die Ubertragbarkeit der in Tiermodellen erhaltenen
Ergebnisse ist weiterhin limitiert durch die Tatsache, dass meist junge Tiere fiir die Studien
verwendet werden [Gautschi 2007]. Es ist aulerdem nicht sicher, dass in Mensch und Tier
gleiche Metabolisierungsraten herrschen [Lieberman 2002].

Die prinzipielle Anwendbarkeit (,,proof of principle) des gewihlten Versuchsaufbaus konnte in
dieser Arbeit demonstriert werden. Es ist denkbar, weitere Dosisfindungsstudien und andere
Untersuchungsmethoden, z. B. immunhistochemische Verfahren, im Rahmen der
Grundlagenforschung in einem Versuch mit Ratten zu nutzen, um weitere Erkenntnisse in vivo
zu gewinnen. Wiirde sich hierbei eine Effektivitit und weiterhin die Sicherheit der lokalen
Gentherapie zeigen, wire ein Versuch mit GroBtieren denkbar. Die im Kleintiermodell
gewonnenen Erkenntnisse konnten verifiziert und gegebenenfalls verbessert bzw. angepasst

werden.

7.5. Klinische Relevanz und Ausblick

Im Zuge einer immer élter werdenden Bevolkerung gewinnen heutzutage infolge von
Osteoporose entstehende Frakturen zunehmend an Bedeutung [Egermann 2005]. Diese Frakturen

heilen schlechter und stellen eine entscheidende Ursache fiir Morbiditidt sowie Mortalitit bei
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dlteren Menschen dar [Egermann 2006]. Die Kosten zur Behandlung und Rehabilitation solcher
Frakturen sind immens [Lippuner 2005].

Neben der autologen Knochentransplantation haben in beschrinkter klinischer Zulassung zwei
BMPs (BMP-2 und BMP-7) das therapeutische Feld zur Unterstiitzung der Frakturheilung
erweitert. Diese werden zurzeit in rekombinanter Form eingesetzt. Bis Ende 2007 wurden
nahezu eine Million Patienten aufgrund wirbelsdulenchirurgischer, traumatologischer oder
kieferchirurgischer Krankheitsbilder mit thBMPs behandelt [Pecina 2007]. Dabei kam es zu
nicht unerheblichen Nebenwirkungen. So analysierten Carragee et al. in einer Arbeit mehrere
FDA-Dokumente und unverdffentlichte Originaldaten, in denen rhBMP-2 in der
Wirbelsdulenchirurgie therapeutisch eingesetzt wurde. Dabei kam es je nach operativem
Zugangsweg schitzungsweise zwischen 10 und 50 % zu unerwiinschten Folgeerscheinungen
nach FEinsatz des Wachstumsfaktors (Kompression von Nerven und Atemwegen, erhohte
Infektionsrate, Implantatlockerung bzw. -verlust, Osteolysen, retrograde Ejakulation sowie
Harnverhalt) [Carragee 2011]. Woo et al. analysierten ebenfalls FDA-Dokumente zum Einsatz
von thBMP-2 bei Frakturen im Bereich der langen Rohrenknochen. Unerwiinschte
Nebenwirkungen (heterotope Knochenformationen, Pseudarthrosen, Infektionen, Odembildung,
Osteolysen, Kompartmentsyndrom sowie periphere Nervenldsionen) fithrten in 48% zu
Zweiteingriffen. Einschrinkend muss jedoch festgehalten werden, dass in 49 der 62 Fille
rhBMP-2 im ,,off label use* zum Einsatz kam. Es konnte auch nicht klar der Zusammenhang
zwischen der Nutzung von thBMP-2 und Folgeerscheinungen wie z. B. Infektionen, Odeme,
Kompartmentsyndrom oder Nervenlidsionen hergestellt werden, da diese Erscheinungen auch zu
den Risiken bzw. Komplikationen von Operationen zidhlen. Heterotope Knochenformationen
zeigten sich ausschlieBlich nach ,,off label use® von rhBMP-2. Die meisten Fille von
Pseudarthrosen wurden ebenfalls nach ,,off label use* nachgewiesen. Nichtsdestotrotz zeigt die
Auswertung, dass Folgeerscheinungen nach Gebrauch von rhBMP-2 bei nicht zugelassener
Indikation moéglich sind [Woo 2013].

Alternativ zu dieser kostenintensiven und nicht unproblematischen Behandlungsform erscheint
jedoch die potenziell kostengiinstigere Anwendung von Wachstumsfaktoren in einem
gentherapeutischen Therapieansatz. Gerade die guten operativen Zugangswege von Frakturen (z.
B. langer Rohrenknochen) bieten die Moglichkeit der lokalen Gentherapie. Kombiniert man das
Ganze mit Implantaten zu sog. ,,bioaktiven Implantaten®, so konnte die Frakturheilung stimuliert
und die Komplikationsrate reduziert werden.

Es sind jedoch weitere Untersuchungen beziiglich der optimalen Dosierung in vivo sowie des

Triagermaterials sinnvoll und notwendig. Die Frakturheilung ist ein komplexer Prozess durch das
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DISKUSSION

Zusammenspiel vieler Wachstumsfaktoren und Regulationsmechanismen und bedarf
moglicherweise nicht nur der Applikation eines einzelnen Wachstumsfaktors oder eines
Wachstumsfaktor kodierenden Plasmids, um eine Stimulation der Heilungsvorginge zu
erreichen.

Allerdings muss bei einem gentherapeutischen Ansatz auch immer die Sicherheit des gewihlten
Systems im Vordergrund stehen. Dabei sollte die Erforschung moglicher Risiken (z. B.
Immunreaktion des Korpers) eine wichtige Rolle spielen. Somit sind Anwendbarkeit und
Sicherheit in gentherapeutischen Ansitzen zwei gleichzusetzende Aspekte.

Fiir nachfolgende Untersuchungen werfen die Ergebnisse der vorliegenden Studie folgende

Fragen auf:

1. Ist das in vitro ermittelte Dosisoptimum fiir das Plasmid auch das Dosisoptimum
in vivo?

2. Wird BMP-2 in der Zelle tatséchlich als Protein exprimiert und in ausreichender
Menge freigesetzt?

3. Sind andere Triagermaterialien moglicherweise eine Alternative?

4. Sind Kombinationen aus verschiedenen Wachstumsfaktoren moglich und zeigen

diese einen schnelleren positiven Effekt auf die Frakturheilung?

Zur Beantwortung dieser Fragen sind weiterfithrende immunhistochemische, in vitro- und in

vivo-Untersuchungen notwendig.
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